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RESUMO

O microambiente tumoral (TME) ¢ um complexo ecossistema, um nicho especializado, criado
durante a progressdo tumoral através da interacdo de proteinas secretadas (secretoma) pelas
células cancerosas com o tecido circundante. As células tumorais controlam, através de redes
de sinalizacdo complexas, os componentes celulares e ndo celulares do microambiente tumoral,
e desta forma, conseguem modular processos de angiogénese, evasdo, metastase e entre outros.
O neuroblastoma (NB) ¢ um tumor sélido extracraniano, considerado um cancer pediatrico e a
neoplasia maligna mais comum diagnosticada no primeiro ano de vida, representando 7% dos
casos pediatricos e 15% de todas as mortes por cancer pediatrico. Suas caracteristicas mais
notaveis sdo sua heterogeneidade clinica, pois podem se desenvolver em qualquer parte do
sistema nervoso simpatico. O objetivo deste trabalho busca caracterizar o secretoma do
neuroblastoma e identificar as interagdes e ligantes/genes relevantes a patogénese do
neuroblastoma. A metodologia utilizou-se de dados de amostras disponibilizados em bancos de
dados e artigos relacionados, priorizando aos dados de single-cell publicamente disponiveis. As
analises foram conduzidas no RStudio utilizando os pacotes de programagdo ClusterProfiler,
Seurat, DOSE e FUSCA, com os algoritmos do CellRouter e CellComm. Utilizando o
CellRouter, foram identificados 16 genes comumente expressos dentre os grupos tumorais e
interacdes ligante-receptor interessantes, como a RTN4/CD99 e MAPT/PRNP. Com o
CellComm, identificou-se possiveis vias de sinalizag@o relacionadas ao NB, muitas iniciadas
pelo NTKRI1. A andlise de genes diferencialmente expressos revelou os genes STMN2, RTN4,
TUBAIA e MAPT como uma das células com maior expressdo no grupo tumoral, dentre o
grupo controle, destaca-se a presenca dos genes CD99 e APP. O enriquecimento funcional
apresentou em sua maioria genes envolvidos na regulacdo do desenvolvimento neuronal,
mitocondrial, resposta a ions metalicos, destacando-se o gene MAPT. Os genes MAPT e RTN4
mostraram-se promissores para um aprofundamento de estudos relacionados ao neuroblastoma.
Esses resultados auxiliam a compreender o mecanismo molecular da patogénese do NB,
investigando sobre as interagdes celulares e estabelecendo relagdes a serem exploradas em
futuras pesquisas.

Palavras-chave: scRNA-seq; Biologia de sistemas; Neuroblastoma; Secretoma Tumoral;
Comunicacao celular



ABSTRACT

The tumor microenvironment (TME) is a complex ecosystem, a specialized niche, created
during tumor progression through the interaction of secreted proteins (secretome) by cancer
cells with the surrounding tissue. Tumor cells control, through complex signaling networks, the
cellular and non-cellular components of the tumor microenvironment, and in this way, manage
to modulate processes of angiogenesis, evasion, metastasis, among others. Neuroblastoma (NB)
is an extracranial solid tumor, considered a pediatric cancer and the most common malignancy
diagnosed in the first year of life, representing 7% of pediatric cases and 15% of all pediatric
cancer deaths. Its most notable characteristics are its clinical heterogeneity, as it can develop in
any part of the sympathetic nervous system. The objective of this work is to characterize the
neuroblastoma secretome and identify the interactions and ligands/genes relevant to the
pathogenesis of neuroblastoma. The methodology used sample data available in databases and
related articles, prioritizing publicly available single-cell data. Analyzes were conducted in
RStudio using the ClusterProfiler, Seurat, DOSE and FUSCA programming packages, with
CellRouter and CellComm algorithms. Using CellRouter, 16 genes commonly expressed
among tumor groups and interesting ligand-receptor interactions were identified, such as
RTN4/CD99 and MAPT/PRNP. With CellComm, possible NB-related signaling pathways
were identified, many initiated by NTKR1. The analysis of differentially expressed genes
revealed the STMN2, RTN4, TUBA1A and MAPT genes as one of the cells with the highest
expression in the tumor group, among the control group, the presence of CD99 and APP genes
stands out. The functional enrichment presented mostly genes involved in the regulation of
neuronal and mitochondrial development, response to metallic ions, highlighting the MAPT
gene. The MAPT and RTN4 genes showed promise for deepening studies related to
neuroblastoma. These results help to understand the molecular mechanism of NB pathogenesis,
investigating cellular interactions and establishing relationships to be explored in future
research.

Keywords: scRNA-seq; Systems Biology; Neuroblastoma; Tumor Secretoma; Cellular
Communication
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1. INTRODUCAO GERAL

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pela producao acelerada e desenfreada de células
anormais. A doenga se origina como um processo multi-etapas e progride através de alteragdes
genéticas/epigenéticas e das interagdes entre as células pré-malignas, malignas e ndo malignas,
permitindo a proliferagdo descontrolada e a perda gradual de diferenciagdo (COLELLA et al.,
2008; SACHS; CLEVERS, 2014; ROZENBLATT-ROSEN et al., 2020; WHO, 2020).

As células cancerosas sdo auto-estimulatorias, resistentes a sinais inibitorios que podem
impedir seu crescimento, assim como sdo resistentes a apoptose. As células tumorais possuem
vias metabdlicas anormais e sdo capazes de evadir o sistema imunologico (WANG et al., 2014).
Sendo um componente importante do microambiente tumoral (TME), elas sdo as responsaveis
por controlar, através de redes de sinalizacdo complexas, os componentes celulares e nao
celulares que constituem o tumor (BAGHBAN et al., 2020). Segundo Puram et al. (2017), a
heterogeneidade intratumoral e a interagdo entre células malignas e ndao malignas sdo

imprescindiveis para diversos mecanismos da biologia tumoral.

Os tumores sdo ecossistemas complexos compostos por células tumorais proliferativas,
células estromais, células endoteliais, componentes da matriz extracelular (ECM) e células do
sistema imunolégico, como macréfagos e linfocitos (WHITESIDE, 2008; BALKWILL et al.,
2012; PISTOIA et al., 2013; LAMBRECHTS et al., 2018; BAGHBAN et al., 2020).

Estudos recentes sobre a biologia do cancer vém mostrando que, para se entender os
diferentes mecanismos de crescimento tumoral e metastase, € necessaria uma melhor
compreensao de como a interacdo com o TME afeta a progressao do cancer (BAGHBAN et al.,
2020). E com tecnologias novas, como a analise de células unicas (single-cell analysis) e
aplicacdo da biologia de sistemas, tem-se possibilitado meios de se caracterizar uma gama de
tipos celulares e a defini¢do de programas de expressao de genes associados a doencas (MA et

al., 2020).

As abordagens da biologia dos sistemas aplicadas ao cancer sdo baseadas em métodos
computacionais ¢ matematicos para decifrar a complexidade e heterogeneidade do cancer
(WERNER et al., 2014). Tais abordagens podem melhorar nosso entendimento atual sobre a
heterogeneidade tumoral e suas relagdes com o TME, resposta imune natural ou induzida

(imunoterapia), neovascularizacao e desenvolvimento de metastases.
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Compreender a heterogeneidade das células dentro do microambiente tumoral de
diferentes canceres ¢ imprescindivel, uma vez que os sinais produzidos pelas células possuem
influéncia na progressao do cancer e sua compressao pode auxiliar no desenvolvimento de
terapias aprimoradas (DA ROCHA et al., 2018; LAUGHNEY et al., 2019; WANG et al., 2014;
BROWAEYS et al., 2019;).

1.1. Aspectos gerais do neuroblastoma

O neuroblastoma (NB) ¢ um tumor sélido extracraniano; considerado um cancer
pediatrico, ¢ a neoplasia maligna mais comum diagnosticada no primeiro ano de vida,
representando 7% dos casos pediatricos e ~15% de todas as mortes por cancer pediatrico. Sua
incidéncia € de 25 a 50 casos para cada 100 milhdes de pessoas. No Brasil, tem ocorréncia de
1 caso para cada 7 mil nascidos. (NIH, 2017; BARR; APPLEBAUM, 2018; QIU; MATTHAY,
2022; KAMENEVA et al., 2021; SHI et al., 2021; BORBA et al., 2022).

Segundo Matthay et al. (2016), o fenotipo da doenga estd altamente associado a raga e
idade e uma certa propensdo ao sexo, pois foi observado que individuos com ascendéncia
africana sdo mais propensos a ter um fenétipo mais maligno do que individuos de ascendéncia
europeia e, que o NB ¢ mais comum em meninos do que em meninas, mas a base genética e

epigenética para essa preponderancia permanece obscura.

O neuroblastoma se origina de células-tronco imaturas provenientes da crista neural
(NCCs), que dao origem, durante a embriogénese, a uma gama diversificada de células, como
cartilagem, osso, neurdnios periféricos, melanocitos e células de Schwann. O neuroblastoma,
normalmente, se localiza nas glandulas adrenais e nos ganglios do sistema nervoso simpatico,
podendo também ocorrer no pescogo, torax e pelve, estando inserido no grupo conhecido como
tumores neuroblasticos periféricos, composto pelo ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma e
ganglioneuroblastoma nodular misturados (COLON; CHUNG, 2011; CHEUNG; DYER, 2013;
BOEVA et al., 2017; SHI et al., 2021; ASHOK et al., 2021; MARTINEZ-MONLEON et al.,
2022; ROHRER, 2021; VERHOEVEN et al., 2022).

Os pacientes com NB podem ser estratificados em 3 grupos de risco: baixo, moderado
e alto. Pacientes nos grupos de risco baixo e moderado possuem uma taxa de sobrevivéncia de
mais de 90%, enquanto os de alto risco tem uma taxa entre 40% e 50% (CHEN et al., 2020;
VERHOEVEN et al., 2022). Seus sintomas sdo inespecificos, mas geralmente se tem um
quadro de perda de peso, letargia, hiporexia, febre, alta concentragcdo de catecolaminas na urina

e diarreia intratdvel, em casos de secre¢do tumoral de vaso peptideo.
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Deve-se ressaltar que desde sua descoberta e defini¢ao, varios grupos, como o COG e o
SIOPEN criaram/utilizam um tipo de estagiamento e, até hoje ndo existem um modelo padrao
internacional e sim uma jung¢ao de sistemas de estadiamento, o que, consequentemente, dificulta
estudos padronizados. Os trés sistemas mais importantes criados sao o INSS (International
Neuroblastoma Staging System), INPC (International Neuroblastoma Pathology Classification)
e o INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group Staging System) ¢ INRG (International
Neuroblastoma Risk Group) (Tabela 1).

Tabela 1 - Aplicagdo e diferencas dos sistemas de estratificagdo do neuroblastoma

Sistemas de estratificacao

INSS INPC INRGSS INRG
Implementacao 1986 1999 2004 2009
Pbs- Indicador de
Aplicacao . prognostico  Pré-tratamento  Pré-tratamento
cirargico .
independente
Exames de
o Caracteristicas Exames de imagem e
Base Cirargica . :
morfoldgicas imagem marcadores
moleculares
Quantlrdz.lde de 5 % 4 4
estagios
Revisado 1993 2003 - -

*existem subgrupos dentro das classificagdes
Fonte: Dimas, M.M. (2023)

Atualmente, o mais utilizado para estratificacdo de pacientes pré-tratamento, € o sistema
INRG. Fatores como idade, amplificagdo do oncogene MY CN, manifestacoes histopatologicas,
delecao de cromossomos € entre outros, sao os parametros utilizados para designar o grupo de
risco e consequentemente o tratamento (CHEN et al., 2020; LALCHUNGNUNGA et al.,
2022). Além disso, pode-se estratificar o neuroblastoma baseando-se em grau de diferencia¢do
neuroblastica (indiferenciado, pouco diferenciado e em diferencia¢do) e no indice de mitose-

cariorrexe (MKI) (baixo, intermediario ou alto) (COLON; CHUNG, 2011).

O tratamento aplicado ¢ multimodal, aplicando-se desde abordagens mais intensas como
quimioterapia, radioterapia pré e pos cirurgica, cirurgia, transplante de medula dssea a
utilizagcdo de imunoterapias como prescricdo de dcido retinoides (isotretinoin) e utilizacao de
anticorpos anti-GD2 (dinutuximab) (BAYEVA et al., 2021; BORBA et al., 2022; QIU;
MATTHAY, 2022).
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Deve-se salientar que mesmo com uma abordagem multimodal e os sistemas de
estratificacdo, devido a heterogeneidade clinica e biologica do NB, questdes como
infraestrutura, capacitagdo médica e a falta de terapias personalizadas, sdo fatores que

corroboram para o NB ser responsavel por 15% das mortes pediatricas.

Ademais, o NB possui 2 tipos de associagdo, sendo elas: neuroblastoma esporadico e
familiar/hereditario. Sua heterogeneidade biologica e clinica ¢ uma das caracteristica-chave,
que pode ir desde a progressdao independente de terapia agressiva a regressdao espontanea; de
tumor localizado a grande dissemina¢do. Com metastase ocorrendo em 50% dos casos,
normalmente nos linfonodos (31%), medula 6ssea (70%), ossos (56%), figado (30%), pulmao
(3%) e no sistema nervoso central (0,6%) (TANG et al., 2021; BRADY et al., 2020; SOKOL;
DESALI 2019; QIU; MATTHAY, 2022; BAYEVA et al., 2021; MARTINEZ-MONLEON et
al., 2022).

Essa porcentagem de metastase, se dd, tanto por fatores genéticos intrinsecos do NB,
como também pelo fato de que o diagndstico ¢ muita das vezes tardio, ao ponto de quando
confirmado, o tumor ja ter se disseminado. Por outro lado, Matthay e colaboradores (2016)
observaram que, em uma triagem com lactentes de 3 meses, quando medido as catecolaminas
urindrias, percebeu-se que o numero de individuos com neuroblastoma no momento da triagem
¢ muito maior do que aqueles que irdo manifestar o tumor no futuro, ou seja, metade de todos
os neuroblastomas que surgem no primeiro ano de vida nunca sdo detectados devido a regressao

espontanea completa.

Nao ¢ de hoje que a tumorigénese ¢ relacionada a embriogénese, ja que desde 1908 se
sugeria que os tumores sdo uma continuacdo anormal da formagdo de células embriondrias.
Com o tempo vdrias patologias congénitas e relacionadas ao cancer tiveram sua origem
associada a regides simpatoadrenal e aorta-gonada-mesonefro (AGM) de embrides em
desenvolvimento, onde vérios processos celulares e teciduais se desenvolvem a partir da crista

neural (SHARMA et al., 2022; KAMENEVA et al., 2021).

Os tumores pediatricos, como o neuroblastoma, tem uma relacdo clara com a
embriogénese. Evidéncias de estudos clinicos e experimentos apontam que o NB ocorre devido
a uma desregulacdo no processo celular; ocasionada por mutagao e/ou amplificagdo de genes
(ex: MYCN), desregulagdo das vias de transducdo de sinal e alteragdes epigenéticas durante o
desenvolvimento da crista neural, podendo gerar lesdes pré-neoplasicas e evoluir para um

neuroblastoma (SHARMA et al., 2022; JOHNSEN et al., 2019; AMAR et al., 2022).
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Utilizando perfis epigenéticos e transcriptomica conseguiu-se identificar dois subtipos
de neuroblastoma, os provenientes de células mesenquimais indiferenciadas (MES) e os
noradrenérgico.  Estudos de bulk-DNA e scRNA-seq apontam que a maioria dos
neuroblastomas, tem um carater noradrenérgico (ROHRER, 2021; BOEVA et al., 2017;
JANSKY et al., 2021; LIU et al., 2022; AMAR et al., 2022).

Esse fenotipo noradrenérgico ¢ um resultado de um loop autorregulador estabelecido
pelos fatores de transcri¢ao (TFs), ISL1, HAND2, GATA3, PHOX2B, TBX2 ¢ ASCL1, que
juntos com outros elementos compde um circuito regulador central (CRC) no NB, que reforca

esse fenotipo maligno (LIU et al., 2022).

O PHOX2B (paired-like homeobox 2B gene), localizado no cromossomo 4p12, ¢ um
TF necessario para a diferenciagao da crista neural em neuronios noradrenérgico (RITENOUR
et al., 2018). Suas mutacdes sao encontradas em 80% dos NB hereditarios/familiar (ZHANG
etal., 2019).

Se desconhece as células de origem especificas do NB, contudo, estudos recentes, como
o de Kameneva et al. (2021) apontam que neuroblastos simpaticos intra-adrenais surgem de
SCPs (precursores de células Schwann), e que esses simpatoblastos imaturos podem
transicionar para células cromafins locais. E essa conexdo entre as linhagens tem implicag¢des

importantes para a origem do neuroblastoma.

Ademais, Kildisiute e colaboradores (2021), apontam os simpatoblastos como um
possiveis células de origem do NB, pois observaram que o estado simpatoblastico permaneceu

em todo espectro da neoplasia.

A crista neural ¢ uma populag@o celular embridnica transiente, que surge durante a
gastrulacao e neurulacdo e que se diferencia em varios tecidos, como o esqueleto craniofacial,
sistema nervoso simpdatico e periférico, células cromafins adrenais e melandcitos
(TOMOLONIS et a., 2017). Elas dao origem as células estromais de Schwann e neuroblasticas
presentes, em varios graus de diferenciacao, no tecido do NB (Figura 01) (BAYEVA et al.,
2021).

As células simpatoadrenais podem se diferenciar em células neuronais e cromafins. Essa
diferenciagdo ¢ dependente das proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), que induzem um
conjunto de fatores de transcri¢do (TFs), como o SOX10 e MASH1, que irdo agir na regulagao

da diferenciagdo celular. (KHOLODENKO et al., 2018; MARSHALL et al., 2014). Outros
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fatores que sdo conhecidos por agirem no desenvolvimento, diferenciacdo e maturagdo, ¢ a

expressao de MYCN, ALK e NGF (MARSHALL et al., 2014).

Figura 1 - Tipos celulares originados pela crista neural
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Legenda: A crista neural surge do ectoderma embrionario e se desenvolve a partir do tubo neural apds seu
fechamento. As NCCs migram ao longo de caminhos estereotipados ¢ alcangam numerosas partes, muitas
vezes remotas, do embrido, onde eventualmente se diferenciam contribuem para o surgimento
diversificado de tipos celulares, incluindo melandcitos, células e ossos da cartilagem craniofacial, células
musculares lisas, neurdnios periféricos e células gliais. Fonte: Kholodenko et al., 2018 (Adaptado).

O oncogene MYCN ¢ um conhecido regulador de reprogramacao metabolica e mediador
de crescimento celular, sua principal fungdo ¢ preservar a regeneracao e proliferagdo das NCCs.
A expressao ou supressao de NGF determina se a célula ganglionar simpatica normal se torna
uma célula ganglionar terminal ou sofre morte celular apoptotica. Ja o ALK age contra deplecao
de nutrientes durante o desenvolvimento no utero (MORENO-SMITH et al., 2021;

MARSHALL et al., 2014).

Em conjunto, esses programas epigenéticos e transcricionais irdo influenciar na
diferenciagdo celular, culminando na formacao do neuroblastoma (Figura 02). Devido a essa
multipotencialidade das NCCs e a miriade de fatores que influenciam nesse processo de
diferenciagdo celular, os tumores provenientes de sua linhagem constituem um grupo diverso e

expansivo, ou seja, podem se alocar e metastizar sitios distintos.

Um fato pertinente de se levantar, em relagdo a origem do NB, é que os tumores
geralmente se localizam no cértex adrenal, nos ganglios paraespinhais ou na cavidade
abdominal adjacente a aorta na regido do rim, que sdo locais de localizagdo das células

progenitoras simpatoadrenais da crista neural. Contudo, mesmo tendo uma nocao estabelecida
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acerca do seu local de origem e alguns mecanismos moleculares, devido a heterogeneidade
clinica e intratumoral do NB, e as lacunas referente a mecanismos especificos de progressao e

regressao da neoplasia, o NB ainda ¢ considerado um enigma oncogénico.

Figura 2 - Processo de diferenciagdo celular e seus fatores até a formac¢ao do neuroblastoma
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Legenda: A linhagem simpatoadrenal ¢ derivada das NCCs que se agregam na aorta dorsal apos a migragao
pela via ventral. As BMPs sero as responsaveis na diferenciagdo celular em célula cromafim
catecolaminérgica/adrenal ou em um neurdnio simpatico. SOX1 e Mashl sdo fatores de transcricdo,
induzidos pelas BMPs, que regula a diferenciagdo de células migratorias da crista neural em células
simpatoadrenais. A expressdo de MYCN em neurdnios simpaticos maduros induz a progressdo do ciclo
celular e bloqueia a apoptose. A presenca das NGFs, quando ligadas ao receptor TrkA, auxilia na
sobrevivéncia das células diferenciadas. Durante o processo de organogénese, os niveis de p53 diminuem,
sendo dificilmente detectado em tecidos diferenciados terminalmente, mas sua expressao esta diretamente
relacionada a transformacdo maligna. A sinalizagdo do ALK regula o equilibrio e diferenciacdo celular.
Fatores de transcrigdo das familias Snail, Twist, SoxE e FoxD tem sua expressdao aumentada em varios tipos de
canceres e sdo criticos no desenvolvimento da crista neural. Fonte: Kholodenko ef al., 2018 (Adaptado).

1.2. Aspectos moleculares do neuroblastoma

O neuroblastoma pode ser dividido em 2 tipos de associacdo: esporadico,
familiar/hereditario. O NB esporadico, em que ndo se tem historico familiar associado, é o mais
comum. Ja o neuroblastoma familiar/hereditario ¢ considerado raro, representando menos de
2% de todos os casos de neuroblastoma (ASHOK et al., 2021; HANEMAAIJER et al., 2021).
Em torno de 2% dos casos sdo herdados de forma autossomica e sdo considerados familiares,

enquanto o resto dos casos surgem de forma esporadica (RITENOUR et al., 2018).

Os canceres pediatricos, normalmente, apresentam menos mutagdes, quando
comparados as neoplasias adultas. O NB, em seu cardter de baixo risco, apresenta ganhos

cromossomicos completos € a composicdo cromossomica dos tumores usualmente sao
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hiperploides. Ja em casos de alto risco, 0 NB apresenta composi¢ao cromossdmica segmentada
(JOHNSEN et al., 2019). Geralmente, os tumores de NB sdo caracterizados por ganho
segmentar de 17q, delecdo hemizigdtica de 1p e 11q e amplificagdo de MYCN (BELL et al.,
2020; JOHNSEN et al., 2019).

O ganho do cromossomo 17q acontece em torno de 80% dos casos de NB, seu ganho
comumente estd relacionado a um bom prognoéstico, contudo as translocacdes irregulares dele
com lp e 11q foram observadas como um fator de mau prognostico. A delecdo do 1p36 acontece

em 70% dos tumores e esta relacionado ao risco de reincidéncia (COLON; CHUNG, 2011).

A amplificacdo do MYCN, presente no cromossomo 2p24, acontece em até 25% dos
casos gerais de NB, quase 50% nos casos de alto risco de NB e 5% no estagio 4S, além de fazer
a distingao de casos com baixa sobrevivéncia e alta probabilidade de recidiva (COLON;
CHUNG, 2011; MORENO-SMITH et al., 2021; BRADY et al., 2020). Suas amplificagdes sao
clonais, ou seja, presente em todos ou substancialmente em todos os clones (QIU; MATTHAY,

2022).

Os genes MYC, MYCN e MYCL, sdo todos pertencentes a mesma familia oncogénica,
e conhecidos por serem “super fatores de transcricdo”, estando envolvidos em varios processos
da tumorigénese. O MYC esta presente, de forma desregulada, em varios tumores malignos,
como gliomas, cancer de prostata, figado e entre outros. O MYCL, também conhecido como c-
MYC, teve sua presenca relatada apenas em carcinoma de pulmao, at¢ o momento (WANG et

al.,2022; MORENO-SMITH et al., 2021).

O MYCN foi descoberto em 1983 e desde sua descoberta, muitos estudos in vitro € in
vivo foram realizados, em camundongos e zebrafish, € observou-se envolvimento no ciclo
celular, apoptose, diferenciacdo e metabolismo, além de estar relacionado aos processos de
replicacdo, transcricdo e splicing (SPELEMAN et al., 2016). Seu efeito oncogénico foi

observado em canceres neuronais, ndo neuronais e neoplasias hematolédgicas (LIU ef al., 2021).

O TWIST, que ¢ um regulador de transicio EMT e desempenha um papel importante
na mobilidade celular e metastase, ¢ expresso junto a0 MYCN na crista neural e também se
apresenta nas formas agressivas de neuroblastoma. Em um estado de superexpressao, o TWIST
prové uma vantagem ao tumor quando presente num TME hipdxico ou quando introduzido

drogas pro-apoptoticas (ARA; DECLERK, 2006).
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Outras aberracdes genéticas relacionadas ao NB e que possuem uma relagdo direta com
MYCN, sao os rearranjos TERT (transcriptase reversa da telomerase) e mutagdes ATRX, cujo
surgimento sao mutuamente exclusivas, provavelmente devido ao fato que ambos tém fungdes
sobrepostas dentro mecanismos de manutengao dos telomeros (BELL et al., 2020; BRADY et

al., 2020).

Além do MYCN, outros genes foram relacionados ao NB ao longo do tempo, sendo eles
TERT, PHOX2N, HAND2, GATA3, ALK, LIN28B, LMO1, BARDI1, INSM1, ISL1, LICAM
e entre outros (BOEVA et al., 2017, SPELEMAN et al., 2016; ZHANG et al., 2019;
KHOLODENKO et al., 2018).

Diferentes identidades tumorais estdo relacionadas a diferentes networks/sistemas de
fatores de transcrigdo, e os genes TERT, PHOX2N, HAND2, GATA3 e ISL1 constituem um
CRC que ¢ essencial para a expressao de MYCN e, consequentemente, as células de NB

(BOEVA et al.,2017; SPELEMAN et al., 2016; LIU et al., 2021).

O ALK (quinase do linfoma anaplasico), condutor predominante do NB familiar, ¢ um
receptor de tirosina quinase, cuja expressao ¢ importante na diferencia¢do neural, proliferagdo
e sobrevivéncia celular, e, quando ativado, promove a expressao de MYCN através de ERKS e
inibe a morte das células progenitoras simpatoadrenais, desta forma, colaborando com a
patogénese do NB (SPELEMAN et al., 2016; ZHANG et al., 2019; RITENOUR et al., 2018;
COLON; CHUNG, 2011). Vale ressaltar que as mutagdes no ALK tém penetrancia fenotipica
incompleta, ou seja, nem todo mundo que ¢ afetado, vai necessariamente desenvolver

neuroblastoma (BARR; APPLEBAUM, 2018).

Segundo Qiu e Matthay (2022), RNA-seq de linhagens celulares de neuroblastoma e
tumores primario revelaram uma heterogeneidade intratumoral, relacionado aos programas de
expressao génica, status de diferenciacdo, epigenéticos e de desenvolvimento recapitulados

pelas células tumorais.

Tendo em vista o exposto, podemos estabelecer o panorama de que o neuroblastoma,
possui mecanismos de evasdo intrinsecos e que ele ¢ capaz de construir um microambiente
imunossupressor sofisticado que auxilia no seu estabelecimento e progressaio (CHEUNG;
DYER, 2013). Desta forma, ao se descobrir os fatores-chave secretados pelo neuroblastoma
que possibilitam sua instauracdo pode-se aprofundar em estudos de interacdo celular e

modulacdo da patologia.
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1.3. Microambiente e secretoma tumoral

O termo secretoma foi utilizado pela primeira vez por Tjalsma et al., em 2000, ao
estudar o transporte de proteinas dependente de peptideo de sinal em Bacillus subtilis. Neste
estudo, o termo foi utilizado para denotar todos os fatores secretados por uma célula, um tecido
ou organismo através dos diferentes mecanismos de secre¢cao (KARAGIANNIS ef al., 2010;
SCHAAIJ-VISSER et al.,2013; CAPECE et al., 2018; DA CUNHA et al., 2019). Em 2006, se

utilizou pela primeira vez o termo “secretoma do cancer”, por Gronborg e colaboradores.

O termo secretoma do cancer ou secretoma tumoral ¢ utilizado para denotar toda a
cole¢do de proteinas secretadas, incluindo os componentes da matriz extracelular (MEC), pelas
células cancerosas. Correspondendo a uma importante classe de proteinas que podem ser
secretadas por vias classicas ou nao classicas e atuar tanto local quanto sistemicamente.
Entretanto, o “cancer” ndo ¢ um tipo de entidade autdbnoma, e sim um complexo ecossistema,
deste modo, os estudos sobre o secretoma do cancer deve também levar em considera¢dao o
microambiente tumoral (KARAGIANNIS ef al., 2010; SCHAAIJ-VISSER et al., 2013;
CAPECE et al., 2018).

O TME comecou a ter uma evidéncia maior, quando Stephen Paget apresentou a teoria
seed and soil, em 1889, para explicar metastiza¢do. A teoria propde que as células tumorais
(semente) nao se estabelecem e ndo se expandem para locais em que o ambiente (solo) ndo seja
propicio para o crescimento delas. E desde entdo, o TME se estabeleceu como atuante
fundamental na colonizagdo, crescimento e progressao dos tumores, € o focos de muitos estudos
tem se voltado aos componentes e acontecimentos no “solo” que propiciam o cancer. Com o
advento de analises de célula Unica, analises com uma visdo granular do TME vém sendo

realizadas com mais precisao (SHARMA et al., 2022).

O TME ¢ reconhecido como um ambiente complexo formado por células tumorais
proliferativas, vasos sanguineos, células imunes, fibroblastos, moléculas sinalizadoras e matriz
extracelular, que interagem com as células cancerosas através de sinais bioquimicos e fisicos
(Figura 3) (WHITESIDE, 2008; LAMBRECHTS et al., 2018; BALKWILL et al., 2012;
PISTOIA et al.,2013; BAGHBAN et al., 2020; DA CUNHA et al., 2019; WANG et al., 2020).

Os fibroblastos associados ao cancer (CAFs), por exemplo, sdo os componentes
celulares em maior abundancia no TME (CHEN et al., 2008; PALTRIDGE et al., 2013).

Ademais, o TME possui a matriz extracelular, que ¢ rica em colageno, proteoglicanos, acido
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hialuronico, lamininas e fibronectina que irdo fornecer uma estrutura de suporte que facilitard

a proliferacdo e disseminagao tumoral (PALTRIDGE et al., 2013; DA CUNHA et al., 2019).

Figura 3 - Microambiente tumoral e seus componentes
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Legenda: Componentes celulares do TME sdo em sua maioria células imunes hematopoiéticas,
TAMs, DCs, MDSCs, células T, B e NK, e células estromas residentes, CAFs, ECs. Os
componentes extracelulares sdo as citocinas e quimiocinas. A interacdo entre as células
tumorais e os componentes compde o microambiente tumoral. Fonte: Shi et al., 2020.

No microambiente tumoral, as proteinas secretadas (secretoma) sao as responsaveis pelo
crosstalk celular. Essa interagdo celular € critica para a progressdo da neoplasia, estando
envolvido em vérios processos fisioldgicos, como defesa imunologica, remodelagdo da matriz,
sinalizacdo celular, angiogénese e metastase. Logo, entender esse crosstalk celular podera
fomentar o conhecimento sobre os mecanismos de progressdao da doenga (XUE et al., 2008;

MAKRIDAKIS; VLAHOU, 2010; ZENG et al., 2013; PALTRIDGE et al., 2013; CAPECE et
al., 2018).

Alteragdes nos componentes do secretoma tumoral, de acordo com Da Cunha e
colaboradores (2019), depende de mutagdes genéticas e mudangas ndo genéticas que afetam a
expressdo dos genes. Chow et al. (2014) demonstrou tanto in vitro quanto in vivo, que
exossomos secretados por células de cancer de mama eram internalizados por macréfagos, e
esses macrofagos se tornavam de capazes de induzir a suprarregulacdo de genes de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-6, TNF, G-CSF e CCL2, através da inducao da ativacao de NF-kp3,

e essa inflamagdo cronica associada ao tumor auxilia na constru¢do de um TME pro-tumoral
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(CAPECE et al., 2018). Esse experimento ¢ um exemplo de como o secretoma tem influéncia

na progressao da doenca.

Ademais, deve-se pontuar que andlises Omicas multidimensionais observaram
semelhangas entre o desenvolvimento tumoral e reprogramacao semelhante a fetal no TME, o
que indica uma extraordindria plasticidade celular e traz uma camada adicional de

heterogeneidade celular (SHARMA et al., 2022).

Os tumores soélidos, como o neuroblastoma, estdo instalados em microambientes com
as seguintes caracteristicas: (1) auséncia da arquitetura tecidual normal; (i1) longa permanéncia
de residuos metabolicos toxicos; (ii1) hipoxia; (iv) inflamag¢do e (v) células aberrantes

associadas ao cancer (PALTRIDGE et al., 2013).

Dentre os mecanismos e células que o neuroblastoma modula para sua sobrevivéncia
(Figura 4), podemos citar as NKs, TAMS, MDSCs, células T CD4" e TCD8", apresentagio de
antigenos, secrecdo de proteinas imunossupressivas € Tregs, mas seu papel no NB ainda ¢
controverso (VANICHAPOL et al., 2018). Devido a baixa imunogenicidade € o mecanismo de
apresentacao de epitopos do NB serem abaixo do necessario, o neuroblastoma torna-se

praticamente invisivel para as células T CD8+ (WIENKE et al., 2021).

Figura 4 - Interagdes entre o neuroblastoma e o sistema imune no TME.
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Legenda: As células secretadas pelo neuroblastoma sdo as pecas principais no desenvolvimento do
microambiente imunossupressor. Proteinas como a IL-10, TGF-£, Gal-1 ¢ CCL20 sdo algumas das
secretadas que tem agdo imunossupressora, além disso, elas recrutam as Tregs, TAMs e MDSCs que
estdo envolvidas em respostas pro-tumorais. A hipdxia é um desafio metabdlico para a infiltragdo das
células imunes, como as células T, B ¢ NKs.Fonte: Vanichapol et al., 2018
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Altas concentragdes de TAMs, Tregs e MDSCs contribui para a constru¢do de um TME
imunossupressivo. O fato de ser um ambiente em hipdxia, faz com que o estresse recrute essas
células e, dessa forma, criando um ambiente imunossupressivo retroativo. Ademais, NKGD2 e
DNAM-1 sao receptores ativadores que atuam no reconhecimento e morte mediada pelas NKs,
e a amplificagdo de MYCN atua como um regulador negativo desses receptores (BRANDETTI
etal., 2017).

Tumores com amplificagdo MYCN sao capazes de evadir a resposta imune ao regular
negativamente as moléculas de MHC de classe 1 e 2. Entretanto, mesmo tumores que nao
apresentam amplificagdo do MYCN conseguem escapar da morte celular, o que reforca o fato
de ndo se saber os mecanismos de resposta imunolédgica especifica. Como o NB possui uma
baixa expressdo de MHC, a apresentacdo de antigeno e, consequentemente, a eficacia da
imunidade antitumoral ¢ prejudicada. (RAFFAGHELLO et al., 2005; VANICHAPOL et al.,
2018; WIENKE et al., 2021).

As células imaturas mieloides (MDSCs) possuem caracteristicas imunossupressivas
através de alguns mecanismos, como: ativagdo de ARG-1 que inibe ativagdo de células T
antigeno-especificas e inespecificas e induz iNOS; geracdo de ROS; deplecdo de cisteina;
indugdo de Tregs via IL-10 e TGF-S (GABRILOVICH; NAGARAJ, 2009; VANICHAPOL et
al., 2018).

As TAMs também agem no processo de produgdo de citocinas imunossupressivas, além
de estarem envolvidas com fatores de secre¢do como MMPs (metaloproteinase de matriz), EGF
(Fator de Crescimento Epidérmico) e VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), que

auxiliam na angiogéneses e invasao tumoral (MANGANI ez al., 2017).

Todas essas caracteristicas auxiliam o NB a escapar dos mecanismos de protecao do
sistema imune. Em conjunto, com esses mecanismos de evasdo intrinsecos do tumor (Figura
5), o fato de ndo se ter um conhecimento completo dos preditores de resposta, e o
microambiente tumoral imunossupressor, dificulta a aplicacdo de técnicas imunoterapicas

(SENGUPTA et al., 2022; QIU; MATTHAY, 2022).

De acordo com Qiu e Matthay (2022), casos de NB de alto risco, em comparativo com
os de baixo e intermedidrio risco, frequentemente demonstram uma imunidade antitumoral
adaptativa prejudicada. J4 em casos de pacientes sem tratamento, foi observado que ha uma
circulacao aumentada de interleucinas, como a IL-10, IL-4, IL-6 e depressao de IL-12 e [FN-y,

sugerindo dominancia Th2 com citotoxicidade mediada por Th1 reduzida.
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Figura 5 - Mecanismos de evasdo ao sistema imune do neuroblastoma
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Legenda: O neuroblastoma secreta moléculas como MIF, sGD2, sHLA-E, TGFb, sMICA, sB7-H6 ¢
arginase-2, que sdao conhecidas por serem imunossupressivas, e consequentemente impede que o
funcionamento das TILs (linfocitos infiltradores de tumores) e Natural Killers (NKs) ocorram de forma
eficaz. Ademais, o gangliosideo GD2, em sua forma soltivel, possui carater imunossupressivo e consegue
retardar o funcionamento das células dendriticas. Além disso, para reforcar a supressdo das TILs, o NB
utiliza de mecanismos imunorreguladores indiretos, fretando células mieldides e estromais no
microambiente tumoral. De forma sumarizada, o NB aplica de varios mecanismos diretos e indiretos, e
muitos ainda desconhecidos, para evadir o sistema imunoldgico. Fonte: Wienke et al., 2021.

Portanto, tem-se uma percepcao sobre o funcionamento do mecanismo de modulagdo
do neuroblastoma. O progresso feito na melhoria das terapias de neuroblastoma serve como um
exemplo de como uma compreensao basica do desenvolvimento simpatoadrenal interrompido
e da tumorigénese pode ser traduzida em novas terapias dirigidas a doenca (QIU; MATTHAY,
2022). Contudo, mesmo com os avangos das tecnologias moleculares e de cultivo in vitro,
compreender a complexidade dos eventos moleculares que levam a diferente biologia do
desenvolvimento do NB permanece um desafio, e, até 0 momento, ndo existe nenhuma andlise
comparativa de comunicagdo celular das células precursoras de neuroblastoma células de

neuroblastoma “terminalmente diferenciadas”.

A utilizacdo da bioinformatica ¢ uma ferramenta valiosa para analisar interagdo celular,
identificar pontos-chave da regulagdo, expressdo e atividade génica. Ao se investigar as vias de
sinalizagdo envolvida entre 0 TME e o neuroblastoma se podera prover pistas acerca da sua

heterogeneidade e possivelmente permitir novas estratégias de identificacdo e tratamento
(ROHRER, 2021; RAMOS, 2021).
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2. PERGUNTA E HIPOTESE

A natureza exploratoria deste trabalho, buscando responder a seguinte pergunta: quais
fatores produzidos pelas células do neuroblastoma influenciam o microambiente tumoral?
impossibilita a elaboragdo de uma hipdtese imediatamente testavel durante a execucdo deste
trabalho. Porém, apos responder a esta pergunta, hipdteses experimentalmente testadas podem

ser levantadas e investigadas em trabalhos subsequentes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o secretoma do neuroblastoma e identificar processos células-extrinsecos

relevantes a patogénese do neuroblastoma.

3.2. Objetivos especificos

Reanalisar os dados publicos de single-cell referente a neuroblastoma;

Identificar os grupos celulares e secretoma do neuroblastoma utilizando biologia
computacional;

Analisar as interacdes realizadas entre as células imunes e o secretoma identificado;
Predizer redes de interacao (genes reguladores);

Obter os reguladores transcricionais downstream;

Inferir funcionalidade das interagdes.
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4. METODOLOGIA
4.1. Obtencao dos datasets

Os datasets de single-cell de neuroblastoma foram procurados em bancos de dados e
artigos relacionados, priorizando aos dados de single-cell publicamente disponiveis e em
formatos de facil inser¢cdo no RStudio e aplicacdo do FUSCA (versao 1.3.1; Framework for
Unified Single-Cell Analysis). O FUSCA ¢ um software composto de dois modulos: o
CellRouter (DA ROCHA et al.,2018), capaz de reconstruir trajetorias de single-cell complexas,
e o0 CellComm (DA ROCHA et al., 2022), que infere comunicagdo intercelular em redes

utilizando dados scRNA-seq.

Os dados utilizados nesse projeto foram provenientes do artigo produzido por Kildisute
et al., (2021), no qual depositaram os datasets em formato RDS e H5AD no site:

www.neuroblastomacellatlas.org.

Para visualizacao dos dados e todas as outras etapas subsequentes, utilizou-se o RStudio
(versdo 4.2.2; The R foundation for Statistical Computing, Topeka, KS, USA) sendo executado
no servidor do Laboratério de Biologia de Sistemas da UFSC, rodando sob o sistema

operacional Ubuntu 18.04.6 LTS.

Os datasets obtidos, em formato RDS, provenientes do Great Ormond Street Hospital,
Princess Maxima Center ¢ o dataset de glandulas adrenais, foram respectivamente nomeados

como “nb_GOSH”, “nb_ PMC” e “adrenal glands”.

4.2. Visualizacao dos clusters celulares nos datasets

Os datasets encontrava-se como objeto Seurat, e, portanto, utilizou-se o pacote Seurat
(versdo 4.3.0) para visualizar os dados e se iniciar as analises. Como os datasets obtidos ja
possuiam uma curadoria, as etapas de filtragem, normalizagdo, identificagdo de variabilidade
de genes, escalonamento e redugcdo de dimensdes ndo foram necessarias, desta forma

reproduzindo-se diretamente os parametros dos autores do artigo.

Utilizando o comando DimPlot do Seurat, obteve-se os graficos de dimensao reduzida
(UMAP) de todos os datasets. E com o comando de criagdo de objetos do CellRouter,
CreateCellRouter, se converteu o objeto Seurat em um objeto aplicavel ao FUSCA (Versao

1.3.1) para que se pudesse realizar as etapas subsequentes.
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Para visualizar a representacdo dos clusters dentro do objeto cellrouter, utilizou-se a
funcao PlotReducedDimension, definindo alguns pardmetros como: o objeto de andlise, o tipo
de método de reducao aplicado (UMAP), o tipo de anotagdo (annotation = "celltype"), as cores

e o tamanho a serem utilizados.
4.3. Anotacdo e identificacio de genes assinatura dos grupos celulares

Por motivos de validagdo da populagdo tumoral, utilizou-se o comando
plotDRExpression do FUSCA e criou-se uma lista de genes com genes marcadores fornecidos
no material complementar do artigo e outros genes marcadores conhecidos na literatura. Sendo
cada lista de genes utilizada para a identificacdo de cada cluster. Desta forma, para
neuroblastoma temos os marcadores PHOX2B, PHOX2A, MYCN; Precursores de célula
Schwann: CDH19, SOX10, PLPI e ERBB3; Mesénquima: TCF21, PDGFRB, NT5E, THYI,
Endotélio: CDHS, VWF, CLDNS5, KDR e para Leucocitos: PTPRC, GNLY, NKG7, LYZ.

Ademais, para identificar os genes marcadores de todos os grupos celulares, utilizou-se
a fungdo findSignatures do CellRouter, onde se estabeleceu os seguintes parametros: o tipo de
teste (fest.use = wilcox), o minimo percentual para ser detectado (min.pct = 0.25), o limite de
mudanga de dobra (fc.threshold = 0.25) e utilizar apenas os genes regulados positivamente
(pos.only = TRUE), para criar um data frame contendo as informagdes que a funcdo
plotSignatureHeatmap utilizou para gerar um heatmap contendo os top 5 genes marcadores de

cada cluster.

4.4. Interacoes ligantes-receptor

O FUSCA ¢ capaz de usar qualquer lista de ligantes e receptores como entrada, para
este estudo utilizou-se os ligantes e receptores disponibilizados pelo NicheNet (BROWAEYS
et al., 2020) que ¢ um dos mais completos atualmente. Durante o processo de andlise de

comunicagdo intercelular, alguns objetos com informagdes sdo criados.

Tendo as interagdes e aplicando p <0.01, criou-se uma matriz de interagao (tmp), a qual
se aplicou o comando plotinteractionMatrix2 e obteve-se um heatmap apresentando a forca de

interagdo entre os clusters.

Esse heatmap foi entdo usado como base para se criar, de forma manual, uma lista de

interagdo, que ao ser aplicada o comando plotPairDotplot do pacote ggplot? (versdo 3.4.1),
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gerou um grafico de ligantes e receptores priorizados dentre os clusters, ou seja, teve-se um

overview de como a comunicagao intercelular estd ocorrendo dentro daquele dataset.
4.5. Caracterizac¢io individual do secretoma dos clusters

Uma lista com todos os ligantes presentes no clusters de neuroblastoma, células
mesenquimais, simpatoblastos, endotélio, entre outros, foi criada através da constru¢ao de um
dataframe isolando as informagdes de tipo celular e ligantes presentes dentro do interaction.p.
A funcdo table do R, foi usada para quantificar a frequéncia da presenga dos genes ligantes.
Utilizando o pacote writex! (Versdo 1.4.2) essas informagdes foram escritas em um documento

excel, para facilitar a andlise e sele¢do manual dos ligantes de interesse.

Através do documento, verificou-se quais ligantes estavam presentes em cada cluster de
cada dataset e suas frequéncias, por conseguinte, observou-se quais genes eram comuns para
todos os grupos celulares tumorais do dataset nb_ GOSH e nb_ PMC e utilizando a fung¢ao

dotplot, do FUSCA, pdde-se visualizar a expressao desses genes em todos os grupos.
4.6. Identificacio dos reguladores transcricionais downstream

Para identificar os fatores de transcrigdo downstream dos pares ligantes-receptor
identificados na etapa de andlise anterior, aplicou-se a func¢ao buildGRN, em conjunto com 0s
dados de interagdo  proteina-proteina do  banco de dados  iReflndex
(https://irefindex.vib.be/wiki/index.php/iRefIndex) e, posteriormente, a fungdo CreatePPI,
pode-se criar uma rede interacdo ponderada (métrica de correlacdo de Pearson) com base nas

anotacgdes génicas de cada célula.

Desta forma, aplicando a funcao FindPaths.SimpleRJava definiu-se as definiu as vias
tracadas de uma proteina receptora até o principal regulador de transcri¢do determinante para a
identidade celular. O algoritmo do CellComm prevé as vias de sinalizagdo e redes de transcrigao
sem conhecimento prévio da estrutura da via, e tem como base um célculo da pontuacdo de
atividade para cada caminho possivel favorecendo aqueles cujos regulons — o conjunto de genes
preditos como controlados por um determinado fator de transcri¢do - sdo enriquecidos para

assinaturas celulares especificas.

A funcdo Summarize.Flow processa os dados para que se possa, com as funcdes
activeSignaling e rankpaths, visualizar graficamente. Ademais, para visualizagdo das vias
completas, com seus intermedidrios, exportou-se um excel contendo as informagdes sobre os

caminhos ativos de cada cluster apresentando interagdes em potencial.
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4.7. Analise dos dados de controle e tumorais integrados

Para que se tivesse um comparativo entre um microambiente sadio e doente, realizou-
se a integracdo dos datasets adrenal glands e nb GOSH, ambos do mesmo tipo de
sequenciamento, utilizando como programas principais o Harmony (versao 0.1.1) e o Seurat
(Versao 4.3.0). Ambos os datasets possuiam os grupos celulares, endotélio, mesenquimal e

leucoécitos em comum.

Utilizou-se entdo a funcdo merge e em seguida aplicou-se fun¢des de normalizag¢ao
(NormalizeData), escalonamento (ScaleData), procura de caracteres discrepantes
(FindVariableFeatures) e calculo da correlacio entre as células usando a andlise de
componentes principais de andlises (RunPCA) e aproximagao e proje¢do de variedade uniforme
(RunUMAP). Com a fungdo Setldent definiu-se que o parametro de configuragao de identidade

de classe, que foi a propria anotacao feita pelos autores do dataset.

Uma vez integrado realizou-se as etapas citadas em 4.2, 4.3, 4.4, ¢ 4.5, ademais, o
dataset integrado foi utilizado para a realizagao de analise de enriquecimento funcional e genes

diferencialmente expressos.
4.8. Analise de genes diferencialmente expressos

A fungdo compareTwoGroups do FUSCA, calculou a expressao média de cada gene em
duas populagdes e as comparou usando mudangas na magnitude de expressao (fold change),

valor-p; do teste de Wilcox, e o valor-p ajustado usando o método de Bonferroni.

O fold change (fc), foi utilizado para selegdo dos genes a serem analisados com mais
profundidade. Quando o fc se apresentava positivo, entdo o gene estava mais expresso no grupo
1 (clusteres tumorais), e quando negativo, estava mais expresso no grupo 2 (simpatoblastos,

mesenquimais ¢ SCPs, de forma individual).
4.9. Analise de enriquecimento funcional

Os genes selecionados na se¢do anterior foram entdo convertidos para a identificagdo
proveniente do banco de dados do Ensembl. E a andlise de enriquecimento funcional, aplicando
a ontologia de gene (GO), fez uso da fung¢ao enrichGO do clusterProfiler (versao 4.6.2; WU et
al., 2021) e a anotacdo do org.Hs.eg.db (Carlson, M. 2022; org.Hs.eg.db: Genome wide

annotation for Human. versao 3.16.0).
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Ademais, utilizando a fun¢ao enrichDGN do DOSE (versao 3.24.2; YU et al., 2015)
realizou-se uma analise de enriquecimento funcional voltado para ontologia da doenca, desta
forma, visualizando quais doencas estao relacionadas aos genes selecionados. Para visualizacao

e plotagem dos gréaficos de barra, rede e heatmap, fez-se uso do pacote enrichplot (versdo
1.18.4).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO E INTERACAO DOS GRUPOS CELULARES
5.1.1 Caracterizacio dos dados e identificacdo dos grupos celulares

O sequenciamento do nb PMC, contendo 16 amostras dos pacientes, resultou em um
dataset comportando 13.281 células e 9 grupos, representados na Figura 6.A, sendo eles: Trés
tumorais; Dois ambiguos, ou seja, apresentaram marcadores tumorais, mas ndo em sua

totalidade; Estroma Schwanniano; Endotélio; Mesénquima e Leucoécitos.

O nb_GOSH, com 5 amostras, consiste em um dataset com 6.442 células e 6 clusters
(Figura 6.B), sendo eles: trés tumorais; Endotélio; Mesénquima e Leucodcitos. Os dados de
controle, adrenal glands, apresentou um total de 57,972 células e 10 clusters (Figura 6.C),
sendo eles: células ponte (bridge); Cromafins, Cortex; Endotélio; Eritoblastos; Leucdcitos;

Mesénquima; SCPs (células precursoras de Schwann); Simpatoblastos e Outros.

O sequenciamento utilizado para a geracao do dataset nb PMC foi o CEL-Seq2, que ¢
um melhoramento do CEL-Seq, um sequenciamento de expressdao celular por amplificagao
linear, com sensibilidade 3x maior. Enquanto os dataset nb_ GOSH e adrenal glands foram
sequenciados utilizando a tecnologia 10x Genomics, que analisa transcriptomas de células

unicas através do uso de particionamento microfluidico.

Figura 6 - Visualizagdo dos dados com dimensao reduzida (UMAP).
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Legenda: A) Distribui¢do dos grupos celulares presentes no dataset nb PMC; B) Distribui¢do dos grupos
celulares presentes no dataset nb_ GOSH; C) Distribui¢ao dos grupos presentes no dataset adrenal glands.



5.1.2 Anotacdes e assinatura génica

Utilizando o cellrouter e uma lista de genes marcadores, fornecidas pela literatura e os
autores do dataset, criou-se um grafico de dimensao reduzida com os genes expressos nos
datasets tumorais, nb PMC (Figura 7) e nb_ GOSH (Figura 8), desta forma confirmando a
identidade dos clusters de interesse, sendo eles, os tumorais. Ndo obstante, utilizando o
comando de procura de assinaturas do CellRouter, visualizou-se graficamente através de um

heatmap, os 5 genes marcadores mais expressos de cada cluster dos dois datasets (Figura 9).

Figura 7 — Grafico de dimenséo reduzida com os genes expressos nos grupos celulares do dataset nb PMC.
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Legenda: A) Marcagdo do grupo celular do neuroblastoma com os genes PHOX2B, PHOX2A ¢ MYCN; B)
Marcacdo das SCPs com os genes CDH19, SOX10, PLP1 e ERBB3; C) Marcagdo do grupo
Mesenquimal com os genes TCF21, PDGFRB, NT5E, THY 1 e D) Marcacdo do de endotélio com os genes

CDHS, VWF, CLDNS, KDR.

Figura 8 - Grafico de dimensdo reduzida com os genes expressos nos grupos celulares do dataset nb GOSH.
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CDHS, VWF, CLDNS, KDR.
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O fato de que os marcadores tumorais, exceto o MYCN, presente na Figura 9.A, ndo

terem aparecido no heatmap significa que eles podem ser usados como marcadores, como visto

na Figura 7.A e 8.A, mas ndo sdo, necessariamente, 0S mais expressos.

Figura 9 - Heatmap com os genes assinatura dos grupos celulares de cada dataset.
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Legenda: A) Os top 5 genes assinatura do dataset nb_ PMC. B) Os top 5 genes assinatura do dataset nb_ GOSH. O
eixo X representa as assinaturas e o eixo y, as populagdes.

5.1.3 Interacio entre os grupos celulares

A identificacdo dos grupos, dentre os datasets tumorais, que mais interagem entre si,
foram observados através do heatmap de for¢a de interacdo, o qual baseia-se na matrix gerada

pela permutacao dos ligantes e receptores dentro dos grupos celulares (Figura 10).

Apesar do dataset nb_ PMC ter mais grupos celulares, pode-se observar que ambos os
datasets apresentaram interagdes fortes com os grupos endotelial ¢ mesenquimal. No caso do
nb_ PMC (Figura 10.A), temos também uma interacdo forte entre o grupo tumoral e o de
estroma schwanniano, o que era de se esperar, uma vez que o estroma schwanniano esta
diretamente ligado ao neuroblastoma, sendo utilizado na classificagdo Shimada para

diferenciagdo tumoral e progndstico.
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Figura 10 - Heatmaps de interagdo entre os grupos celulares.
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A) Interagdes presente entre os clusteres do nb_ PMC. B) Interagdes presente entre os clusteres do nb_ GOSH. A
escala de cores representa o grau da amplitude na rede de interagdo dos pares ligantes-receptores, sendo azul
(menor grau) e vermelho (maior grau).

5.2 SECRETOMA DOS GRUPOS TUMORALIS
5.2.1 Interacio ligante-receptor entre os grupos celulares

O algoritmo CellComm foi utilizado para inferir interagcdes célula-célula no
microambiente do neuroblastoma. Utilizando o numero de pares ligante-receptor co-expressos
(Figura 10) entre combinacdes possiveis de interagcdes célula-célula, o algoritmo identifica

possiveis redes de comunicacdo intercelular para os datasets nb_ GOSH e nb_PMC.

Com base neste heatmap (Figura 10), ¢ possivel priorizar/selecionar interacdes célula-
célula para andlises mais aprofundadas, com intera¢cdes em vermelho ou azul implicando um
maior ou menor nimero de pares ligante-receptores co-expressos entre os respectivos tipos

celulares, as quais podem ser selecionadas, também, com base em uma pergunta biologica.

Por exemplo, embora as interagdes entre leucocitos e células tumorais ndo seja tao
evidente pelos heatmaps, interagdes entre células tumorais e imunologicas sdo importantes para
a imunologia do tumor. Portanto, interagcdes no espectro azul do heatmap podem também ser

selecionadas para andlises detalhadas.
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Na Figura 11, observa-se uma repeticao de alguns ligantes, como: GAL, APP, RTN4,
MIF, MDK, SPP1, MAPT, GSTP1 e outros, tanto dentro do mesmo grupo celular, com
diferentes receptores, como nos outros grupos celulares tumorais. Todos esses genes ja foram
relacionados ao cancer de forma geral (SOLDATI et al., 2012; WU et al., 2019; FILIPPOU et
al.,2020; WEI et al., 2020; LEE; JEONG; JANG, 2021), e ao neuroblastoma em especifico.

No NB, foi apontado na literatura, que as galectinas (GAL) tem vias de sinalizagao
complexas envolvidas na intera¢do tumor-hospedeiro, limitando a sobrevivéncia de células T e

atrapalhando a fun¢do das células dendriticas (BEROIS; OSINAGA, 2014).

Algumas das interagdes da GAL, observadas na Figura 11, sdo com os receptores
CXCR4, SI1PR1, CCR7 e LPARI, que estdo relacionados a regulagdo da quimiotaxia,
angiogénese, migragdo/invasdo, maturacdo de células dendriticas e reorganizacdo do

citoesqueleto de actina, respectivamente

Em relacao as MDKs (midkine), Kishida e Kadomatsu (2014), observaram que elas sao
expressas por todas as linhas celulares de neuroblastoma e o seu desligamento (knockdown)
sozinho consegue suprimir seu crescimento, € também observaram que os niveis de MDK no
plasma sanguineo esta significantemente relacionado a fatores de prognostico de NB

conhecidos.

Os receptores que interagem com as MDKSs na Figura 11, sdo o LRP1, conhecido por
estar envolvido na tumorigénese e possivelmente agir como supressor tumoral; O PTPRB
possui fung¢do importante na angiogénese e na remodelagem de vasos sanguineos; assim como
o receptor NOTCH2, que faz parte da familia de receptores atuantes nas decisdes de destino

celular, tanto as de desenvolvimento embrionario quanto na homeostase do tecido adulto.

A MIF foi reportada por Wienke et al. (2021) como secretada pelo neuroblastoma, sendo
imunossupressora, consequentemente, impede que o funcionamento dos TILs e NKs ocorram
de forma eficaz. Na Figura 11A-C, na interagdo dos grupos tumorais com o endotélio e
leucdcito, podemos ver que o MIF apresenta alta co-expressao ao CD74, gene que desempenha

um papel critico na apresentagdo de antigenos.

No dataset nb PMC, diferente do nb GOSH, no lugar dos leucocitos, temos o grupo

celular de estroma schwanniano (Figura 12).



Figura 11 — Interagdo celular dos principais pares de ligantes-receptores nos clusteres tumorais do
dataset nb_ GOSH.
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Legenda: Interacdo do cluster tumoral 1 (A), cluster tumoral 2 (B) e cluster tumoral 3 (C), como secretores,
com os clusteres de mesénquima, leucécitos e endotélio, como receptores.



Figura 12 - Interagdo celular dos principais pares de ligantes-receptores nos clusteres tumorais do
dataset nb PMC.
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Legenda: Interagdo do cluster tumoral 1 (A), cluster tumoral 2 (B) e cluster tumoral 3 (C), como secretores, com
os clusteres de estroma schwanniano, endotélio e mesénquima, como receptores.
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Ligantes como GAL, APP, RTN4, MIF, MDK e MAPT, presentes na Figura 12,
permaneceram presentes na Figura 12, porém com alguns receptores diferentes. Células

emissoras como o0 LICAM e o NPY se mostraram mais presentes no nb PMC.

As L1CAMs (L1 cell adhesion molecule) podem promover adesdo celular, motilidade,
e sdo importantes na migracao celular durante o desenvolvimento neural, o que, na maioria dos

canceres contribuir com a metastase (RACHED et al., 2016).

Em casos de NB, ja foi observado por autores como Rached et al. (2016), que ha uma
super expressdo de LICAM, e essa expressdao esta atrelada a melhora do progndstico,
entretanto, ndo se sabe com detalhes o mecanismo de acdo. Ja outros autores apontam que o

L1CAM estimula a proliferagdao tumoral (SUZUKI et al., 2018).

As NPYs sdo marcadores neuronais que estimulam motilidade, invasdo, angiogénese,
atuam como um fator quimiotatico para cé€lulas do NB e s3o um conhecido regulador da
homeostase 6ssea (ABUALSAUD et al., 2021). Em conjunto com o receptor Y5R, o NPY
promove a sobrevivéncia de células de neuroblastoma e resisténcia a quimioterapia via ativagao

da via p44/42 MAPK (TILAN; KITLINSKA, 2016).

Desta forma, se estabeleceu as principais proteinas de superficie celular envolvidas na
interacdo entre os grupos celulares das amostras. Posteriormente, foi realizado o isolamento dos
ligantes (secretoma) e a identificacdo dos reguladores transcricionais downstream, através da

predi¢ao da cascata das vias de sinalizacao do CellComm.
5.2.2 Caracterizacao do secretoma

Deve-se salientar que a analise do secretoma teve como um base um conhecimento
prévio, e utilizou os ligantes e receptores apontados pelo banco de dados do NicheNet. O total
de ligantes comuns aos grupos tumorais foi de 25 genes, os quais possuem expressao média
diferentes, como pode ser visto na Figura 13. Essa diferenca ¢ esperada uma vez que os datasets
foram sequenciados com amostras e técnicas diferentes. Ademais, para inferéncia de fungdes e
correlagdo com fendtipos patologicos, realizou-se uma pesquisa sobre a fungdo e as doencgas

relacionadas de cada um dos genes (Quadro 1).

Alguns dos genes comuns tumorais também se apresentaram como principais pares de
ligantes-receptores nos grupos tumorais na secao 5.4., sendo eles: MDK, SERPINE2, RTN4,
PSAP, NCAM1, MAPT, HMGBI, GSTP1, CD24, CALR, ARF1, APP, ALCAM e ADAMI17.
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Desta forma, 16 ligantes se apresentaram em uma interagao ligante-receptor priorizada,
valendo salientar que, algumas das interagdes nas Figuras 11 e 12, apresentavam-se no espectro
azul, ou seja, pode-se conjecturar que por mais que a interagdo nao seja forte ou ndo ocorra com
tanta frequéncia, ndo pode se descartar que aquela interagdo desencadeie ou auxilie em algum
processo dentro do microambiente tumoral.

Figura 13 - Expressao dos ligantes comuns tumorais dos datasets tumorais
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Legenda: A) Expressao média dos genes do nb_ PMC; B) Expressao média dos genes do nb_ GOSH. O
tamanho da circunferéncia do circulo representa a porcentagem dos genes; enquanto o espectro
laranja indica a intensidade da expressao dos genes em cada cluster.



Quadro 1 - Fungoes e doengas relacionadas aos genes tumorais selecionados

Genes

Funcdes Associadas

Doencas Relacionadas

ADAM17

Interacdes célula-célula e célula-matriz;
Fertilizacdo; Desenvolvimento muscular e
Neurogénese

Esclerose multipla; Carcinoma de colon e
hepatocelular; HNSCC, NSCLC; Cancer de
mama e gastrico

ALCAM

Adesao e migragao celular; Homeostase

Melanoma; Manchas maculares

APP

Crescimento de neutritos; Adesdo neuronal;
Sinaptogénese; Mobilidade celular;
Regulagdo transcricional

Angiopatia Amiloide Cerebral; Alzheimer;
Cancer de mama; Metastase do linfonodo

ARF1

Sinalizag@o inter e intracelular; Regulagao
do ciclo celular; Reparo do DNA

Cancer de mama, ovario, prostata; Miecloma

CADMI1

Reconhecimento celular; Regulagdo positiva
da produgéo de citocinas

Cancer de mama, prostata; Carcinoma in situ
do colo do utero

CALR

Adesdo celular; Homeostase do calcio;
Prolifera¢do, Migragdo e Adesdo tumoral;
Fagocitose e Apoptose

Mielofibrose; Trombocitemia; Cancer
colorretal, oral e vaginal; carcinoma ductal
da mama e urotelial

CD24

Modula sinais de crescimento; Diferenciacao
em granuldcitos e células B

Eritroleucemia; Esclerose Multipla

CDH2

Desenvolvimento do sistema nervoso;
Formagéo de cartilagem e 0sso

Cancer de mama, colorretal, e da tireoide

COPA

Transporte reverso de proteinas vesiculares
do aparelho de Golgi para o reticulo
endoplasmatico (ER)

Hepatocarcinoma; Cancer cervical; Doenca
intersticial autoimune pulmonar, articular e
renal

EFNAS

Adesido focal; Motilidade celular e Invasdo
do cancer

Glioblastoma; Esclerose lateral amiotrofica;
PVPH; Catarata senil cortical

GPI

Fator neurotrofico; Sobrevivéncia dos
neurdnios motores e sensoriais; Inducdo de
secregdo de imunoglobulina.

Anemia hemolitica; Artrite reumatoide;
Melanoma; Cancer de mama

GSTP1

Protegao contra danos no DNA; Auxilio no
metabolismo de agentes quimioterapicos

Carcinoma de células escamosas;
Leishmaniose visceral

HDGF

Proliferacédo e Diferenciacdo celular

Cancer de pulmao; Carcinoma hepatocelular

HMGBI1

Organizag@o do DNA; Inflamagéo;
Diferenciagdo celular; Migracao tumoral

Doengas autoimunes, Cancer pancreatico;
Cancer de mama

MAPT

Regulacao dos microtubulos e polaridade
neuronal.

Alzheimer; Doenca de Pick; Deméncia
frontotemporal

NCAMI

Regulag@o da neurogénese; Crescimento de
neuritos; Migragao celular

Raiva; Cancer das vias biliares; Leucemia
mieloide aguda; Cancer de mama

NXPHI

Proliferagdo celular; Adesdo entre dendritos
e axons

Neuroblastoma; Gliomas; Cancer de mama

PSAP

Fator neurotréfico; Tumorigénese

Doenga de Gaucher; Cancer de mama e
prostata

PTPRF

Crescimento e Diferenciacao celular; Ciclo
mitdtico; Transformagdo oncogénica

Cancer de figado; Cancer de mama,;
Leucemia

RTN4
(NOGO)

Secre¢do neuroendocrina; Homeostase
vascular; Angiogénese tumoral

Gliomas (Oligodendroglioma, glioblastoma
e etc); Carcinoma hepatocelular humano

SERPINE2

Regulacdo da matrix extracelular

Discinesia ciliar; Adenocarcinomas; Cancer
de mama, pancreatico e colorretal

MDK

Crescimento celular; Migragao celular;
Angiogénese; Tumorigénese

Cancer gastrico; Carcinoma hepatocelular

Fonte: Dimas, M.M. Fungdes ¢ doengas foram retiradas do GeneCard: The Human Gene Database ¢
literaturas relacionadas.
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5.2.3 Predicao dos fatores de transcri¢ao

A comunicacdo intercelular ndo ¢ uma interag@o unidirecional e sim bidirecional, logo,
tem-se duas vias de comunicagdo, e essas vias podem diferir nas proteinas receptoras, nos
reguladores de transcri¢do resultantes, e nos intermediarios dessa comunicagdo. Sendo assim,
as predi¢des de vias de sinalizacdo foram plotadas, representadas nas Figura 14, de forma

bidirecional, tendo os grupos tumorais como células receptoras e secretoras.

Nem todos os grupos celulares apresentaram vias de sinalizagdo dentre o limiar de
atividade predita. Esse limiar foi adequado para cada janela de atividade dos grupos, e por isso,
apresentam porcentagens e atividades com valores diferentes. Dentre as vias observadas,
devemos ressaltar aquelas que tiveram como resultado os genes PHOX2B, MYCN e TOP2A,

os quais ja foram relacionados ao neuroblastoma.

As vias mais observadas, tendo como produto final () o MYCN, foi entre a interagdo
do grupo mesenquimal com o grupo tumoral 2. J4 os com o gene PHOX2A como produto, foi
observado em interagdes do grupo tumoral 2 com os grupos: mesenquimal, endotelial, estroma

schwanniano e leucdcitos.

O gene/enzima TOP2A consegue controlar o estado topolégico do DNA ao catalisar a
quebra transitdria e a unido de duas fitas de DNA duplex durante sua transi¢do, permitindo que
que as fitas passem uma pela outra. Ele ¢ essencial para a divisdo celular e ¢ alvo de varios
agentes anti-tumorais, rotineiramente utilizando como alvo em estudos de drogas que atuam
contra tumores solidos e hematolégicos (UUSKULA-REIMAND, L.; WILSON, M., 20220).
O TOP2A apresentou-se como um regulador de transcricdo na via de sinalizagdo resultante da

interagdo do estroma schwanniano com o grupo tumoral 3.

Ao analisar o desdobramento de todas as vias de sinalizag@o no excel gerado durante as

analises, observou-se os seguintes caminhos:

e s->NTRKI->MAP4K4->GRKS5->MYCN->t;

e s->GABBRI->HEBPI->LPAR1->GRK5->MYCN->t;
e s->NTRKI->MAP4K4->GRK5->MYCN->t;

o s->NTRKI1->PHOX2A->t;

e s->RPSA->RPL15->RPL10->TOP2A->t;

e s->RPSA->SLC25A5->MCMS5->TOP2A->t;

e s->RPSA->RPL36->RPL10->TOP2A->t;
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e s->SORTI->CDKI->TOP2A->t;
e s->LRPI->C3->C2->C1QB->C1QA->FNI->TOP2A->t;
e s->EBP->LRRC59->CEP131->CEP78->CDK1->TOP2A->t;

Onde “s”, sdo os sinks — uma definicdo do algoritmo; para os receptores de superficie
celular e o “t”, targets, sdo os possiveis reguladores de transcricdo downstream do receptor de
superficie indicado. Ou seja, podemos observar que, receptores e vias diferentes podem

apresentar os mesmos fatores de transcri¢ao resultante.

Outros fatores de transcri¢do interessantes observados, foram o BRCAI, que ¢ um
conhecido marcador de cancer de mama e o APP, que possui funcao na regulagao transcricional
e esta relacionado a varias doengas, e cuja a presenga foi observada em todos os grupos celulares

tumorais, como visto no Quadro 1, na se¢do anterior.

Baseando-se apenas na Figura 14, os targets, com maior atividade predita foram:
ARNT2, FOXK2, STOX2, MYEF2, HDAC6, WBP2, ATM, RBL2, STATSA, NPM1 e YBXI.
Desses genes, os que ja foram relacionados a outros canceres sao: o NPM1 (Leucemia); YBX1
(Liposarcoma); STATS (Mieloma); RBL2 (Retinoblastoma); ATM (Linfoma); FOXK2

(Cancer de pulmao).

J& os genes ARNT2, STOX2, MYEF2, HDAC6, WBP2, possuem papéis envolvidos no
desenvolvimento do eixo hipotdlamo-hipdfise, suscetibilidade a pré-eclampsia com restri¢ao
do crescimento fetal, repressor transcricional do gene da proteina basica da mielina,
desacetilacdo de residuos de lisina na parte N-terminal das histonas centrais (H2A, H2B, H3 e
H4), coativador transcricional dos receptores de estrogénio e progesterona,
respectivamente(STELZER, G et al., 2016; GeneCards: The Human Gene Database.

www.genecards.org).

Vale ressaltar que o STOX2 ¢ paralogo do STOX1, gene envolvido na regulagdo dos
niveis de espécies reativas oxidativas e espécies reativas de nitrogénio € na homeostase
mitocondrial na placenta (STELZER, G ef al., 2016; GeneCards: The Human Gene Database.

www.genecards.org).

Estes genes podem representar novas diregdes de pesquisa em neuroblastoma, uma vez

que ndo foram diretamente implicados no desenvolvimento e progressao da doenga.
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Figura 14 - Anélise de predi¢ao das vias de sinalizagdo downstream
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5.3 ANALISE DOS DADOS TUMORAIS E CONTROLE INTEGRADOS
5.3.1 Integracao dos dados

Os dados integrados de neuroblastoma “nb_gosh” e de controle “adrenal glands”
geraram um novo objeto Seurat, cujo convertido para cellrouter, comportando 13 grupos
celulares, observados na Figura 15, sendo eles: células ponte (bridge); Cromafins, Cortex;
Endotélio; Eritoblastos; Leucocitos; Mesénquima; SCPs (células precursoras de Schwann);

Simpatoblastos e Outros.

A Figura 16 apresenta um heatmap elucidando os principais (top 5) genes em cada
populacdo. Destaca-se os genes NPY, STMN2, PRPH, RNT1, TUBA1A, MAP1B, STMN4,
TOP2A e HMGB2, pois eles foram os genes apontados ao se intersecionar os grupos tumorais
e os simpatoblastos.

Figura 15 - Visualizag@o dos dados integrados com dimenséo reduzida (UMAP).
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Figura 16 - Heatmap com os genes assinatura dos dados integrados
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5.3.2 Interacio entre os grupos celulares

Através do heatmap de interacdo célula-célula, representado na Figura 17,
identificou-se os grupos que mais interagem entre si. Onde € possivel observar uma maior
interagdo entre os pares de ligantes-receptores dos grupos: mesenquimal, endotelial, cromafina,

SCPs e simpatoblastos com os grupos celulares tumorais 1 e 2.

Os autores dos datasets utilizados, em seu estudo, analisaram os perfis de expressao
de RNA de células individuais e encontraram uma populagdo de simpatoblastos intramedulares

derivados dos precursores das células de Schwann (SCPs).

Uma das suposi¢des levantadas sobre a génese do neuroblastoma ¢ de que as SCPs
associadas aos nervos, ao se dividir por um tempo e diferenciando- se em outros tipos celulares
findam ocasionando na formagao do neuroblastoma. Portanto, uma das conclusdes apontada
pelos autores ¢ de que os simpatoblastos poderiam ser uma possivel origem para as células

tumorais de neuroblastoma.

Na Figura 17 podemos observar que ha uma interacao no espectro mais quente entre

as SCPs, simpatoblastos, mesenquémio e os grupos celulares tumorais.

Figura 17 - Heatmaps de interagdo entre os grupos celulares integrados
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Legenda: Interagdes entre os clusteres presentes no dataset integrado (tumoral e controle), onde o
grau da amplitude na rede de interagdo dos pares ligantes-receptores ¢ mostrado de azul
(menor grau) até vermelho (maior grau).
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5.3.3 Interacio ligante-receptor entre os grupos celulares

Baseando-se no heatmap de interacdes e na literatura, buscou-se priorizar ligantes e
receptores priorizados na superficie celular, tendo como enfoque os grupos mesenquimais,
SCPs e simpatoblastos (Figura 18). Utilizando o principio da bidirecionalidade, os graficos
foram gerados com os grupos tumorais como receptores € como secretores (Figura 19), onde
eles foram pareados com outros grupos que apresentaram alguma atividade de interacao no
heatmap, e ndo s6 os 3 mencionados anteriormente, para que pudéssemos ter um panorama

geral dos principais pares ligantes-receptores formado pelos grupos tumorais.

Os ligantes RTN4, MDK, CALR e NPY foram novamente identificados, como visto nas
secdes anteriores. Um gene em especifico, o APP, se apresentou como ligante de varios
receptores, em especial nos que tinham as SCPs como secretoras (Figura 18.B). Deste grupo, o
APP se apresentou como ligante nos 3 grupos tumorais, quando interagindo com os receptores
BMPRI1B (Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1B), CNTFR (Ciliary Neurotrophic
Factor Receptor) e NCAMI1 (Neural Cell Adhesion Molecule 1).

As BMPs estdo envolvidas na formacdo 6ssea endocondral e na embriogénese, ¢
relacionadas as vias de sinalizagdo AKT e NF-kB. Ja as CNTFR desempenham um papel critico
na sobrevivéncia, diferenciacdo e expressdo génica de células neuronais, e esta envolvida na
sinalizagdo de citocinas no sistema imunologico e em especifico na sinalizagdo da familia da
interleucina-6. As NCAMI, citadas na se¢do anterior, estdo envolvidas na regulacdo da
neurogénese e migracao celular. Entre suas vias relacionadas estdo a cascata RAF/MAP quinase

e 0 desenvolvimento do sistema nervoso.

Na Figura 20, tendo os grupos tumorais como secretores € com a adi¢do dos outros
grupos celulares, temos um panorama mais diversificado. A interagdo RTN4 CD99 se mostrou
presente em todos os grupos em 19.A €19.B, em 20.C se apresentou apenas nos simpatoblastos

e cromafina.

O RTN4 (Reticulon 4), também conhecido como NOGO, esta envolvido na secre¢ao
neuroenddcrina, no trafego de membrana em células neuroendocrinas e produz uma resposta
inibitoria potente de crescimento de neutritos. Ele também regula a homeostase lipidica, a

sinalizagdo AKT e a modulagao do citoesqueleto (PATHAK et al., 2018).



Figura 18 - Interagdo celular dos principais pares de ligantes-receptores do dataset integrado com
0S grupos tumorais como receptores
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Figura 19 - Interacdo celular dos principais pares de ligantes-receptores do dataset integrado com
os clusteres tumorais como secretores

A L1CAM_ALCAM
GSTPL_NTRK1
RTNA_NTRK1
HMGB1_NTRK1
GAL_LPAR1
GAL_GPR17
PTN_PTPRZ1
NXPH1_NRXN1
MDK_PTPRZ1
GSTP1_ITGA4
HMGB1_ITGA4
MIF_ITGA4

GAL_S1PR3
ALCAM_EGFR
MAPT_EGFR
GSTP1_MYLK
GSTP1_EGFR
RTN4_NGFR
CALM1_PTHIR
CALMI_MYLK
CALM1_EGFR
MIF_EGFR
CALM2_MYLK
GAL_S1PR1
APP_TGFBR2
PTN_PTPRB
MDK_PTPRB
GAL_APLNR
GSTP1_LRPS
NCAM1_FGFR1
APP_KDR
APP_EDNRB
SPP1_ITGBL
ARF1_IN SR
CALM1_TNFRSF18
HMGB1_AGTRAP
MIF_TNFRSF14
CALM1_TNFRSF1A
CALM1_INSR
MIF_CD74
NCAM1_L1CAM
APP_CNTN1
NENF_SEC63
MDK_NCAM1
GAL_PTGER3
NCAM1_NCAM1
CADM3_CADM1
ARF1_CD44
COPA_ATPSB
GPI_ATPSB
MAPT_PRNP
GSTP1_CD44
CD24_L1CAM
RTN4_CD99
CADM1_CADM1
RTN4_CD44
RTN4_CNTN1
YARS_RPSA
MAPT_CALM1
CALM1_RPSA

CALR_CD44
APP_CNTFR

C HLA-A_NTRK1.
GSTPA_NTRK1.
HMGB1_NTRK1.
GAL_GABBR1
NXPHI_NRXN1
APP_NGFR
RTNA_NGFR
GSTP1_ITGA4
HMGB1_ITGA4
HLA-AERBB3
GAL_LPAR1
GAL_GPR17
MDK_PTPRZ1
HMGB1_PTPRZ1.
MIF_ITGA4
VEGFB_ITGB1
AIMP1_RRBP1.
CALM1_PTHIR
CALMI_MYLK.
HLA-A_EGFR
CALM1_EGFR
GSTP1_MYLK.
GSTP1_EGFR
MDK_NOTCH2
CALM2_MYLK
MDK_LRP1
GAL_S1PR3
MIF_EGFR
ARF1_INSR
ADAM17_ITGB1.
APP_KDR
CALM1_TNFRSF1B
PP_EDNRB
GSTF1_LRP5
VEGFE_FLT1
RTN4_CD99
HMGB1_AGTRAP
CALM1_TNFRSF1A
CALM1_INSR
GAL_S1PR1
MDK_PTPRB
GAL_APLNR
MIF_TNFRSF14
MIF_CD74
NCAM1_NCAM1
LAMBI_ITGB1
NENF_SEC63
APP_NCAM1.
ARF1_CDA44
MAPT_PRNP
APP_CNTN1
RTN4_CDA44
CADM1_CADM1
HMGB2_CDA44

RTN4_CNTN1.
€D24_L1CAM
GPI_ATPSB
GSTP1_CDA4
GAL_PTGER3
MDK_NCAM1
MAPT_CALM1.
CALM1_RPSA

[ J
L ]
L
L ]
L J
®
[
®
[ ]
L
L ]
[ ] [ ]
[ ] [ ]
[ ]
[ ]
[ ] [ ]
®
[ [ ]
® [ ]
[ ] [ ]
®
@ L ]
L ]
[ ] [
& B
o 4 [ ] L ] [ ]
Mesenchyme Endothelium Sympathoblastic  SCPs Cromaffin
[ ] [ ]
® [ ]
[ ] [ ] [ ]
[ ]
l ®
® _
$ ] e |
Mesenchyme Endothelium Sympathoblastic  SCPs Cromaffin

B

GPI_ATP5B
GSTP1_NTRK1.
RTN4_NTRK1
HMGB2_NTRK1
HMGB1_NTRK1
NXPH1_NRXN1
GSTP1_ITGA4
MDK_PTPRZ1
PTN_PTPRZ1
MIF_ITGA4.
HMGB1_ITGA4.
HMGB1_PTPRZ1
EFNB2_CD99
MDK_NOTCH2
PTN_PTPRS.
GSTP1_MYLK
RTN4_NGFR
MDK_LRP1.
GSTP1_EGFR
CALM1_PTH1R
CALM1_MYLK
CALM1_EGFR
MIF_EGFR
CALM2_MYLK
APP_EDNRB
NCAM1_FGFR1
SPP1_ITGB1
ARF1_INSR
GSTP1_LRPS
PGF_FLT1
VEGFB_FLT1
MDK_PTPRB
CALM1_TNFRSF1B
PTN_PTPRB
HMGB2_ITPR1
HMGB2_DAB2
MIF_TNFRSF14
CALM1_TNFRSF1A
CALM1_INSR
MIF_CD74
HMGB1_AGTRAP
NCAM1_ROBO1
CADM3_CADM1
NCAMI_L1CAM
ARF1_CD44
NENF_SEC63
PKD1_ATP5B
MAPT_PRNP
NCAM1_NCAM1
COPA_ATPSB
CD24_L1CAM
MDK_NCAM1.
RTN4_CD99
GSTP1_CD44
CADM1_CADM1
RTN4_CD44
RTN4_CNTN1
YARS_RPSA
HMGB2_CD44
MAPT_CALM1
CALM1_RPSA

[
L4
[
°
*
L3
®
L4
®
®
[
L4 L
[ 4
[ L
L4 *
L4 L4
L] [ L
[
[
L] L4 ®
L
L]
*
L L]
[ d
® *
L ] L d L d
[ L ] [ ] L °
L L
[ L ®
L4
L d
L L d ® ®
® L ]
* * (3 ®
[ ] L ] L L
Mesenchyme Endothelium Sympathoblastic ~ SCPs Cromaffin

O — Célula emissora

O — Célula receptora

Media
(molécula 1, molécula 2)
@ 0.5

1.0
® 15
2.0
® 25
- Log 10P
® 225

@®::50
@®::
@:x

Legenda: Interacdo do grupo tumoral 1 (A), grupo tumoral 2 (B) e grupo tumoral 3 (C) com os grupos
mesenquimal, endotelial, simpatoblastico, SCPs e cromafina, os quais eram os secretores na Figura 18, nesta
figura, eles estdo agindo como os receptores.

54



55

O gene CD99 ¢ uma glicoproteina relacionada na migracdo de leucdécitos, transporte de
proteinas transmembrana e morte de células T por uma via independente de caspase. Ademais,
0 CD99 ja foi relacionado ao sarcoma de Ewing extradsseo e o linfoma linfoblastico, e apontado
como um possivel oncossupressor no osteossarcoma. Entdo, com essa interacdo poderiamos,
por exemplo, supor que o RTN4 estd agindo como um inibidor do CD99, um supressor tumoral,

embora esta hipdtese ainda precise ser demonstrada.

Outros genes, ja citados anteriormente, como o MDK e MAPT apareceram com
frequéncia nas andlises realizadas cujo o secretor ¢ o tumoral (Figura 19). Alguns presentes

apenas na interagao com o grupo mesenquimal ou SCPs, outros presentes em mais de um grupo.
5.3.4 Expressao génica do secretoma

Os 25 genes identificados na se¢do 5.2.2, que sdo os ligantes comuns a todos os grupos
tumorais, foram utilizados para gerou um grafico com a expressao média dos genes ligantes em

todos 13 grupos presentes no dataset integrado (Figura 20).

Figura 20- Expressao dos genes comuns tumorais no dataset integrado
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Os genes RTN4, HMGBI1, GSTP1, CD24 e ALCAM tiveram uma expressao média de
nivel mediano (3), nos grupos tumorais, nos simpatoblastos e no cromafim. Ja no grupo das
SCPs, eles apresentaram uma porcentagem e uma expressao média menor (1-2). O gene APP
se mostrou com uma porcentagem pequena ¢ uma expressao média baixa (1-2) em todos os
grupos. Os eritoblastos ndo apresentaram nenhuma expressdo significativa dos 25 genes

analisados.
5.3.5 Genes diferencialmente expressos

Aplicando a funcdo de comparagdo de grupos do FUSCA pode-se observar quais genes
estavam mais expressos dentro das populacdes selecionadas. Ao todo se fez 9 comparagoes,
realizada em pares, onde o grupo 1, representava cada um dos 3 grupos tumorais, € o grupo 2
foi o grupo dos simpatoblastos, mesenquimais ¢ SCPs, individualmente. Cada comparagao
gerava um dataframe contendo o a média na populagdo (mean.p), a média fora da

populagdo(mean.np), o fold change (fc), o valor de p, e o valor de p ajustado (Tabela 2).

Levando em consideragdo, que em single-cell o numero de células ¢ muito grande e,
consequentemente, o valor de p, geralmente, encontra-se inflado e ndo necessariamente
representa a significancia estatistica, desconsiderou-se o valor de p e somente o fold change foi
utilizado para selecionar genes de interesse. Com exce¢do nos casos em que p > 1, quando

ocorrido, os genes eram descartados da analise, apesar do valor de fold change.

Desta forma, analisou-se os dados e foram selecionados os genes com maiores fc,
positivo (Tabela 2) e negativo (Tabela 3), e com fungdes biologicas ja previamente conhecidas

e/ou correlacionada as analises previamente realizadas.

Podemos observar que dentre os genes escolhidos, os genes CD99, APP, NPY, CD24,
TOP2A, RTN4, STMN2, PRPH, ¢ TUBA1A foram previamente discutidos nas secdes
anteriores. Ao todo foram selecionados, 15 genes mais expressos nos 3 grupos tumorais (fc
positivo) e 15 genes do grupo comparativo (fc negativo), sendo ele composto por 5 genes de

cada grupo (mesenquimal, SCPs e simpatoblastos).

Devido ao fato de serem um grupo celular de mesma natureza e alguns dos genes se
repetirem, nao se fez uma segregagao dos genes de cada cluster tumoral, fez-se uma jungao dos
genes repetidos e genes Unicos (Tabela 3). Os genes presentes no Tabela 2 e 3, foram os

utilizados para andlise de enriquecimento funcional.
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Tabela 2 — Genes diferencialmente expressos dos grupos tumorais (fc positivo)

Gene Mean.np Mean.p Fold change
STMN2 1.486612835 6.342031 4.855418
MLLTI11 0.988803637 4.969981 3.981177

CD24 0.414093506 3.462818 3.048724

PRPH 0.402575331 3.237211 2.834636

MAPT 0.075329271 2.757533 2.682203
CALM2 3.337384664 5.976708 2.639324
TUBAIA 4.086213975 6.672147 2.585933
CNTFR 0.042629773 2.138716 2.096087
GAP43 0.1278720777 4.357368 4.229496
CHGB 0.1694901527 4.056550 3.887059
TOP2A 0.098095826 3.630781 3.532685
NBEALI1 0.6516276082 5331117 4.679489
B2M 1.3385380687 5.557171 4.218633
IL7 0.9870601760 2.837618 1.850558
RTN4 1.3961512210 3.386905 1.990754

Fonte: Dimas, M.M.

Tabela 3— Genes diferencialmente expressos dos grupos comparativos (fc negativo)

Gene Mean.np Mean.p Fold change
= RPL10 6.452987 0.0000000000 -6.452987
E MT-CO1/COX1 6.169683 0.0000000000 -6.169683
§- RPS8 5.981033 0.0000000000 -5.981033
% COL1Al 5.950405 0.2257924977 -5.724613
= VIM 5.809642 0.6704646949 -5.139178
HBG2 5.750115 0.0445250204 -5.705590
- CRYAB 3.989616 0.0000000000 -3.989616
?_3‘ PLP1 4219191 0.0000000000 -4.219191
@ CD99 2.316891 0.1039149521 -2.212976
APP 2.793059 1.700237093 -1.092822
2 RPS2 5.714917 0.000000000 -5.714917
z‘ RPL13A 5.684975 0.000000000 -5.684975
'§ CCT2 2.113868 0.000000000 -2.113868
S NPY 4.709184 2.671309572 -2.037875
g% LXN 1.792093 0.001089953 -1.791003

Fonte: Dimas, M.M.
5.3.6 Enriquecimento funcional
Selecionado os genes, fez-se o enriquecimento funcional, com ontologia de gene (GO)
e doenca (DO), dos grupos tumorais (up-regulated) e dos comparativos (down-regulated)
(Figura 21) e a integracao dos dois (Figura 22), para visualizagdo da interse¢do de fungdes de

grupos tumorais e sadios.



Figura 21 — Enriquecimento funcional (GO e DO) dos genes selecionados

Positive regulation of protein Le§'°” of brain - .
localization to synapse Metastatic malignant | .
) neoplasm to brain
Negative regulation of establishment of = B
protein localization to mitochondrion Chronic schizophrenia+ @
Positive regulation of microtubule Creutzfeldt-Jakob disease- )
polvmerization or depolvmerization Amyotrophic Lateral
Regulation of neuron projection _ Sclerosis, Sporadic | & Count
devel t i
evelopmen Motor Neuron Disease - . ® 2
Cellular response to nerve 5 E
X . Childhood Acute Myeloid 3
ol | b acjost cwens g s
4
Cellular response to brain- Frontotemporal dementia- .
derived fator stimulus 5.0e-06 . 5
Encephalitis- ]
— 000
Adenoid Cystic Carcinoma- @& p.adjust
Negative regulation of mithocondrial 1.5e-05 " 0.04
membrane potential Adult Myelodysplastic Syndrome - . *
Negative regulation of membrane 2.0e-05 Childhood Myelodysplastic PY 0.03
potential - Syndrome
2.50-05 U ot
Regulation of microtubule Sporadic CJD- @ 0.01
polymerization Other Creutzfeldt-Jakob | »
disease
Mithocondrial distribution - Central Nervous Systgm_
Infection
Central nervous system _ Xerostomia- @
neuron differentiation s
Creutzfeldt-Jakob Disease, |
Lissencephaly- @
Regulation of mithocondrial
membrane potential Behavior Disorders- @
0 2 4 6 015 020 025 030 035
GeneRatio
Count D
Familial Alzheimer Disease | .
Hyperthyroidism-+ .
Astrocyte differentiaton 4 _ .
Muscle Rigidity - .
Glial cell development _ Glaucoma, Primary Open Angle .
Regulation of amyloid fibril - fsination4 .
formation . .
Degenerative Diseases, | . Count
Response to oxidative stress 4 _Spinal Cord
Degenerative Diseases, | Y e 20
lonotropic glutamate receptor Central Nervous System ® s
signallingpathway | p.adjust Aphasia- . . 36
Ligand-gated ion chanelsignalling . - 0.004 Toxoplasmosis - . . 35
pathway Amyotrophic Lateral | ° . 40
Aging + _ 0.008 Sclerosis, Familial
NONAKA MYOPATHY - [ ] -
Glial cell differentiaton - _ 0.012 . p-adjust
Creutzfeldt-Jakob disease ® 0.006
Response to copperion < - 0.016 Bone neoplasms- . o
0.004
Collagen biosynthetic process - - Guillain-Barre Syndrome+ . 0.003
0.002
Glutamate receptor signalling Bilateral cataracts (disorder) - @ 0.001
pathway Hypothalamic Dysfunction |
Negative regulation of | Syndromes
endopeptidase activity Hypertrophy{ @
Amyloid fibril formation + - brain cyst-®
Negative regulation of Lens Opacities- ®
peptidase activity 5
T T T T T Pseudoaphakia- @
0 1 2 3 4 020 025 030 035
Count GeneRatio

58

Legenda: A) Gréfico de barras dos termos enriquecidos (GO) do cluster tumoral (up-regulated). B) Gréfico de
pontos dos termos enriquecidos (DO) do cluster tumoral (up-regulated). C) Grafico de barras dos termos
enriquecidos (GO) do cluster comparativo (down-regulated). D) Grafico de pontos dos termos enriquecidos (DO)
do cluster comparativo (down-regulated). Count refere-se ao nuimero de genes relevantes encontrados
relacionados a fungdo; GeneRatio é a propor¢do de genes relevantes a uma determinada fung@o, levando em
considerag@o o niimero total de genes (T=15 genes). Para o enriquecimento DO utilizou-se 0 método Benjamini-

Hochberg para ajuste do valor de p.

Dentre as fungdes, relacionadas aos genes do cluster tumoral, pode-se observar que a
maioria dos genes selecionados estdo relacionados a regulagdao do desenvolvimento da projecao
neuronal, diferenciacdo neuronal no sistema nervoso central, formagao de fibrilas amiloides e

resposta a ions metalicos.
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As fibrilas amiloides sdo um conglomerado de proteinas mal formadas que se agregam
a oligdbmeros, que, devido a essa conformacgdo anormal das fibrilas, elas se tornam insoltveis,
e consequentemente, dificeis de serem removidas, o que ocasiona na disrupgao da estrutura

normal do tecido e a interferéncia na fisiologia normal (Adrogue, H.E., 2022).

Como comentado na se¢ao 5.2.1, o calcio, um ion metalico, ¢ importante para a
migracado e invasao das células cancerosas. Além disso, a homeostase do célcio esta relacionada
ao crescimento e diferenciacdo neural, potencial de agdo e plasticidade sindptica. O seu
desequilibrio pode causar hiperfosforilagdo da proteina tau, estresse no reticulo endoplasmatico
e disfuncao mitocondrial (WANG et al., 2020). Na Figura 21.A podemos observar que muito
dos genes selecionados foram relacionados a resposta a ions metalicos, o que corrobora com o

papel do calcio na progressao tumoral.

Neoplasias como carcinoma adenoide cistico, leucemia, metéstase, glaucoma e tumor
osseo foram apontadas nos graficos 21.B-D, reafirmando a relagdo dos genes com o processo
tumoral. Contudo, ressalta-se que nenhum dos tumores neuroblasticos periféricos
(ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma e neuroblastoma) foi citado entre as doencgas
relacionadas, possivelmente devido a falta de informagdes moleculares especificas sobre o

neuroblastoma em banco de dados e filtro estatistico.

O fato de se ter fungdes complementares entre os grupos enriquecidos, como formagao
de fibrilas amiloides e regulacdo da formacao de fibrilas amiloides; resposta a ions metalicos,
estresse oxidativo e via de sinalizagdo do canal i6nico controlado por ligante, reforca a hipotese
de que os genes mais expressos nos seus grupos de escolha, de forma distinta, possuem fungdes

direta e/ou indiretamente correlacionadas.

Quando integrados e enriquecidos funcionalmente, pode-se visualizar a interse¢dao dos
genes e fungdes atribuidas. No grafico de rede (Figura 22.B), os genes MAPT e APP estdo no
centro das interagdes, mostrando relagdo entre si e com as fungdes relevantes atribuidas aos
genes em analise. Para a plotagem do grafico de redes aplicou-se o layout Kamada-Kawai, pois
ele posiciona os nos no espaco de tal modo que a distdncia geométrica (euclidiana) entre eles

seja a mais proxima possivel da distancia tedrica (caminho) entre eles.

O gene MAPT foi escolhido dentre os genes diferencialmente expressos, proveniente
dos grupos tumorais, enquanto o APP, foi selecionado dentre os genes do cluster das SCPs. A
presenca desses genes ndo foi isolada, eles apareceram em outros grupos, tumorais € nao

tumorais, mas sua expressao foi maior no cluster tumoral 1 (MAPT) e SCPs (APP).
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Figura 22 — Enriquecimento funcional (GO) dos genes selecionados integrados
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Legenda: A) Heatplot de genes e fungdes correlacionadas. B) Grafico de rede dos termos enriquecidos. O vértice
(no6) azul representa os genes que estdo interligados entre si e com as fungdes, representado pelo vértice(no)
vermelho. Utilizou-se o layout Kamada-Kawai para estabelecer a configuragdo dos vértices.
Averiguando as vias de sinalizacdo em que o MAPT esta envolvido, observou-se a sua
presenca entre as interagdes tumorais com o endotélio e mesenquémio. Ademais, de maneira

interessante, 0 MAPT se mostrou, principalmente, como um intermedidrio na via de sinalizagao

do gene APP (Quadro 2).
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Quadro 2 — Vias de sinalizagdo relacionadas ao gene MAPT

Interacdes (Secretor - Receptor) Vias de sinaliza¢iao

s->TGFBR1->PEG10->MAPT->APP->t

s->NCAM1->SPTB->MAPT->APP->t
Mesenquémio - Cluster tumoral
s->NCAMI1->FYN->MAPT->APP->t

s->NCAMI1->SPTB->MAPT->TUBB3->HEY1->t

s->TGFBR1->PEG10->MAPT->APP->t
Endotélio - Cluster tumoral s->PTPRA->FYN->MAPT->APP->t
s->RPSA->RPL28->MAPT->HDAC6->t

Fonte: Dimas, M.M.

As MAPTs sdo expressas, de forma distinta, no sistema nervoso, dependendo do estagio
de maturacdo neuronal e o tipo de neuronio. As MAPTSs fornecem instru¢des para produzir uma
proteina chamada Tau, e, normalmente, ¢ associada a tauopatias e doencas neurodegenerativas
(Alzheimer, Pick’s, DFTs). Geralmente, em estudos in vitro, as linhas celulares de
neuroblastoma sao utilizadas como um substituto para células neurais, mas nao se tem muita
informacao sobre o mecanismo das MAPTS em cancer neurologicos, e especificamente, no

neuroblastoma (ZAMAN et al., 2018).

As APPs (Amyloid Precursor Protein) e os outros membros da familia sdo conhecidas
por estarem envolvidas no desenvolvimento do sistema nervoso, sinaptogénese e crescimento
axonal, porém podem ser expressas em tecidos ndo neuronais também. Elas podem agir como
moléculas de adesdo celular, devido a sua capacidade de interagir de forma cis e trans, € sao
bastante estudadas em relagdo a doengas neurodegenerativas, possuindo papel estabelecido na
patogénese do Alzheimer (O’BRIEN; WONG, 2011; MULLER et al., 2017; PFUNDSTEIN et
al., 2022).

Ademais, recentemente tem se apontado o envolvimento das APPs e membro da familia
de proteinas na progressao, proliferacdo e migragdo de células, e na formagao das células-tronco
hematopoiéticas (LEE et al., 2021; DA ROCHA et al., 2022). O que ¢ interessante, uma vez
que, alguns tumores voltam a apresentar caracteristicas de células tronco ou menos

diferenciadas.

Para uma melhor visualizagdo da relagao entre os genes e fungdes apontadas no grafico
de redes, gerou-se um heatplot (Figura 22.A), onde no eixo x, temos os genes relevantes

relacionados a fung¢do, representado no eixo Y.
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A resposta a ions metalicos ¢ outra fun¢do apontada na Figura 22 que deve ser ressaltada,
pois como citado anteriormente, o célcio ¢ um ion metalico importante, cuja a homeostase, no
caso, a quebra dela auxilia na progressao tumoral e pode causar hiperfosforilagdo da proteina
tau (WANG et al., 2020).

Uma vez que o MAPT, presente como ligante priorizado nos grupos tumorais nas Figura
18 e 19, apontado como um dos 5 genes marcadores dentro da populagdo tumoral na Figura
9.A, e gene com expressao diferencial significativa, no Tabela 2, foi relacionado a resposta a
ions metalicos, diferenciagao neural do CNS e fator de crescimento neural, faz-se hipotetizar
que o gene MAPT possui fungdo bioldgica relevante na patogénese e progressio do

neuroblastoma.

E importante ressaltar que, até o momento, ndo ha nenhuma anélise comparativa da
comunicacdo intercelular das células precursoras de neuroblastoma, e este trabalho ¢ apenas o

comeco de estudos mais aprofundados.

Por fim, devem ser consideradas como limitagdes deste trabalho, que para identificar
com precisdo comunicagdo intercelular, vias de sinalizagdo e regulagdo de genes, seria

necessario a integracao de informagao espacial (CITE-seq) com perfis epigendmico.
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6. CONCLUSAO

I — A anélise in silico de dados publicos de single-cell de neuroblastoma forneceu uma
melhor compreensdo sobre o secretoma do neuroblastoma

IT — As interagdes celulares encontradas foram diversas, mas ao mesmo tempo limitadas
a ligantes especificos, como MAPT, APP, RTN4, entre outros.

Il — Identificou-se possiveis vias de sinalizagdo que resultam nos genes MYCN,
PHOX2A e TOP2A, conhecidos por serem relacionado ao neuroblastoma.

IV - Diante das andlises obtidas neste trabalho foi possivel observar uma ampla
quantidade de genes e fatores relacionados a regulacdo do desenvolvimento neuronal e
mitocondrial.

V — Os genes MAPT e RTN4 mostraram-se promissores para um aprofundamento de

estudos relacionados a patogénese e progressao do neuroblastoma
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7. PERSPECTIVAS

I - Pesquisas futuras que integrem dados de diferentes grupos celulares e populacionais
para fornecer um panorama cada vez mais amplo acerca da dinamica das interagdes celulares.
Ademais, deve-se aplicar uma abordagem integrando informacao espacial, perfis epigenomico
e analises in vitro e in vivo para auxiliar no entendimento do mecanismo patogénico do

neuroblastoma.

IT - Os genes identificados neste trabalho devem ser testados experimentalmente in vitro

e in vivo para demonstrar seu papel no processo tumoral do neuroblastoma.
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